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® Insektizlde Toxine, Gene, die diese Toxine kodieren, Antikorper, die sie binden, sowie transgene 
Pflanzenzellen und transgene Pflanzen, die diese Toxine exprlmferen. 



@ Diese Erfindung betrifft transgene Pflanzen, Pflanzenzellen und Mikroorganismen, die unter Bnsatz der 
rekombinanten DNA-Technlken so transformiert sind, dass sle selektiv auf Insakten wirkende Toxine aus giftigen 
Tieren, vortellhafterwelse aus Vertretem des Stammes Arthropoda, Insbesondere aus Vertretem der Klasse 
Arachnida (Splnnentiere). vor allem aus Vertretem der Ordnung Scorplones, sowie insbesondere aus Vertretem 

a der Klasse Chilopoda (HundertfOssler) synthetisieren konnen. Die Erfindung betrifft femer Gene, die besagte 
Toxine kodieren. und den Bnsatz dieser Gene, urn Pflanzen eine genetisch vennlttelte Resistenz gegenOber 
Insekten zu verleihen und urn phytopathogene Insekten zu bekSmpfen. Die Erfindung betrifft auch ein Toxin aus 
^dem Gift des Skorpions Leiurus quinquestriatus hebraeus mit der AmlnosSuresequenz VRDAYIAKfMY NCVY- 
P;eCFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAQ KYGNACWCYA LPDIMVPIRVP GKCR. Die Erfindung betrifft weiterhin 
AntlkOrper gegen besagte Toxine und Insektizide Mittel. die besagte Toxine enthalten. 
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InseMizide Toxine, Gene, die diese Toxine kodieren, Antikdrper, die sle binden, sowie transgene 
Pfianzenzellen und transgene Pfianzen, die diese Toxine exprimieren 



Diese Erfindung betrifft transgene Pfianzen. Pflanzenzellen und Mlkroorganlsmen. die unter Bnsatz der 
rekombinanten DNA-Techniken so transfomiiert sind. dass sle selektiv auf Insekten wirkende Toxine aus 
grftigen Tieren. vortellhafterweise aus Vertretern des Stammes Arthropoda, Insbesondere aus Vertretem 
der Klasse Arachnida (Spinnentiere). vor allem aus Vertretern der Ordnung Scorpiones. sowie insbesonde- 
5 re aus Vertretem der Klasse Chilopoda (HundertfQssler) synthetisieren konnen. Die Erfindung betrifft femer 
Gene, die besagte Toxine kodieren, und den Einsatz dieser Gene, urn Pfianzen eine genetisch vermlttelte 
Resistenz gegenuber Insekten zu verlelhen und urn phytopathogene Insekten zu bekampfen. Die Erfindung 
betrifft auch ein Toxin aus dem Gift des Skorplons Lefurus quinquestriatus hebraeus. Die Erfindung 
betrifft weiterhin Antikdrper gegen besagte Toxine und insektizlde Mittel, die besagte Toxine enthalten. 
10 Tierische GIfte sind iWlschungen von Stoffen. die in speziellen DrQsen im Kfirper des giftigen Tieres 
gebildet werden. Das Gift wird in das Beutetler oder in den Widersacher mit Hllfe eines stechend- 
bohrenden Apparates eingebracht. urn es/ihn zu lahmen und/oder zu t5ten. Skorplone enthalten In Ihrem 
Gift eine Reihe von Protelnen bzw. Neurotoxinen, die gifllg sind und auf das Nen^ensystem einwiricen. Die 
einzelnen Neurotoxine unterscheiden sich in ihrer Wirksamkelt gegenOber verschiedenartigen TIerspezies, 
T6 Die Qlfte von Skorplonen, die zur Unterfamilie Buthinae gehoren, enthalten drei Hauptgruppen von 
Polypeptid-Neurotoxinen, die die axonale Membranleitfahigkeit fOr Natrium verSndern. Die erste Gruppe von 
Neurotoxinen wird von den orToxinen gebildet. die spezifisch SSugetiere durch eine extreme VerlSngerung 
des Aktionspotentials beelntrSchtlgen, was auf eine Verlangsamung oder Blockiemng des Natrium-Kanals 
bel der Aktiviemng zurQckzufOhren ist (Catterall. 1984. Rochat et al.. 1979). Die orToxIne AaHl und AaH2 
20 sind Im Gift des Skorpions Androctonus australis Hector [aus dem das erste erregende. auf Insekten 
wiricende Toxin AalT isoliert wurde (Zlotkin et al.. 1971a)] enthalten. Diese a-Toxine zeigen auf 
Schmeissfliegen-Larven keine Wirkung (Zlotkin et al., 1971c). Die zweite Gaippe von Neurotoxinen wird von 
den hemmenden. selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen gebildet die eine sich progresslv entwickelnde 
schlaffe LShmung von Insekten bewirken, indern sie durch die UnterdrQckung des Natrium-Stroms die 
2S Aktlonspotentiale wesentlich blockieren (Lester et al., 1982. Zlotkin et al.. 1985). Die dritte Qruppe von 
Neurotoxinen wird von den erregenden. selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen gebildet. die eine sofortige 
(knock down) spastische LShmung von Insekten bewirken. Indem sle durch eine Zunahme des Natrium-, 
Sprtzenstroms und die SpannungsabhSngige Verlangsamung seiner Inaktivierung wiederholtes Fouem Ja 
den motorischen Nen^en der Insekten induzleren (Walther et al.. 1976, Pelhate und Zlotkin, 1981 ). 
30 Der Nachweis und die Ubenwachung der aus Skorpiongift stammenden. auf Insekten wirkenden, Toxine 
wahrend ihrer Isolierung wird vorteilhaftenwelse mit Hilfe typischer Reaktionen von Sarcop/iaga-Larv^ 
durchgefOhrt. die sich in der sofortigen und vorObergehenden KontraktionsiShmung durch die erregenden 
Toxine und In der sich progresslv entwickelnden Erschlaffung durch die hemmenden Toxine zeigt (Zlotkin 
et al., 1971b. Lester et al.. 1982). Trotz der gegensStzlichen Symptomatologie, die durch die obigen 
36 hemmenden und erregenden, auf Insekten wirkenden Toxine induziert wird. betreffen beide Gnippen 
ausschllessllch die Membranleitfahlgkelt fOr Natrium und teilen sich beide dleselbe BIndungsstelle in den 
Membranen der Insektenneurone (Zlotkin et al., 1985, Gordon et al., 1984). 

Selektiv auf Insekten wirkende Toxine sind auch in den Qlften einer Reihe anderer Arthropoden 
vorhanden (Zlotkin. 1985). Die Gifte von Schlupfwespen sind hochtoxisch fGr Schmetterlingslarven. Das Gift 
40 der Schlupfwespe Bracon hebetor verursacht eine erschlaffende Lfihmung in Schmetterlingslarven, inden) 
an der neuromuskulSren Endplatte der Insekten eIn prSsynaptlscher Bmch der enregenden glutaminergfri 
Obertragung induziert wird (Piek et al.. 1982). Die Gifte von Solitan^respen wirken auf eine grosse Z^hl yph 
Insekten und Splnnen verschiedener Ordnungen (Rathmeyer, 1962). EIn Beispiel fUr diese Gifte ist das oil 
von Phfianthus triangulum, das in Insekten eine erschlaffende LShmung verursacht. die im wesentllchen 
45 auf die prSsynaptische Blockade der neuromuskularen Obertragung zurUckzufOhren ist: dieses Gift beein- 
trachtigt sowohl die erregende als auch die hemmende Obertragung (May und Piek. 1979). Das Gift der 
Spinne Schwarze WItwe, Latrodectus mactans. enthalt Bestandteile. die fUr Insekten, nicht jedoch fOr 
SSugetlere neurotoxisch sind, und andere, die spezifisch Crustaceen beeintrachtigen (Fritz et al.. 1980, 
Ornberg etal.. 1976). 

50 Gifte von HundertfOsslem der Gattung Scolopendra werden von Jangi (1984) beschrieben. Da die , 
HundertfDssler der Gattung Scolopendra eine geringe Bedeutung fdr die Volk^esundheit haben. sind Ihre 
Gifte bisher jedoch nicht ausfQhrfich untersucht und charakterisiert worden. 

Es ist ein Aniiegen der voriiegenden Erfindung. transgene Pfianzen. die eine genetisch vermlttelte 
Resistenz gegenQber Insekten haben, dadurch herzustelien. dass (^ne eingefOhrt werden, die die Produk- 
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tton von seiektiv auf Insekten wirkenden Toxinen durch die pfianzlichen Gewebe induzieren. E$ ist weibrhin 
ein Anilegen der vorliegenden Erfmdung. tierische Gifte und insbesondere die darin enthattenen TdkfifB in 
einer Form zu erhatten, die im wesentlichen frei von naturlichen Verunreinigungen ist. Derartig gereinigte 
Toxine sind wertvoll als tnsektizide. 
5 Die vorllegende Erfindung betrifft seiektiv gegen Insekten wirkende Toxine aus giftlgen Tieren, vorteil- 
hafterweise aus Vertretem des Stammes Arthropods, insbesondere aus Vertretem der Kiasse Arachnida - 
(Spinnentiere). vor altem aus Vertretem der Ordnung Scorpiones, sowie Insbesondere aus Vertretem der 
Kiasse Chilopoda (HundertfUssler). insbesondere das aus dem Gift eines gelben Skorpions L quinquestrish 
tus hebraeus, Buthlnae, Buthidae, isolierte Toxin LqhP35, sowie Gene, die diese Toxine kodleren. 
70 Die vorllegende Erfindung betrifft ferner die Herstellung von transgenen Pflanzen. deren Resistenz 
gegenUber Insekten darauf beruht, dass Gene in das Pflanzengenom eingefOhrt werden. die die Produktion 
von seiektiv auf Insekten wirkenden Toxinen durch die pfianzlichen Gewebe induzieren. Die Erfindung 
betrifft femer rekomblnante DNA-MolekUle, die eine Gen-Sequenz umfassen. die ein seiektiv gegen 
Insekten wirkendes Toxin kodiert, und gegen Insekten tolerante bzw. fUr Insekten toxische, transfonnierte 
15 Pflanzenzellen und daraus resultierende transformierte Pflanzen, Erfindungsgemass werden Pflanzenzellen 
mit besagten Genen transfornniert. was den Zellen als Foige der Expression Oder Qberexpression die 
Toleranz bzw. ToxizltSt gegenOber Insekten verleiht 

Die vorllegende Erfindung betrifft auch Pflanzen, die aus den transformierten Pflanzenzellen regeneriert 
werden. und deren Saatgut. Die vorllegende Erfindung betrifft femer die Nachkommen von Pflanzen, die 
20 aus den transformierten Pflanzenzellen regeneriert werden, einschliessllch Mutanten und Variantennachkom* 
menschaft, sofern diese insektizide bzw. Insekten-tolerierende Eigenschaften aufweisen. 

Die vorliegende Erfindung umfasst demzufolge auch ein Verfahren zum Schutz von Pflanzen Oder 
RIanzenteilen vor Insektenschadlihgen, das darauf beruht, dass der Pflanze Oder dem Pflanzenteil, dJe/das 
geschUtzt werden soil, eine insektizid wirksame Menge eines Oder mehrerer Toxine verliehen wird; von 
as denen wenigstens eines aus einem Arthropodenglft. beispielsweise dem Skorpiongift stammt. 

Dieses Verfahren ist auf den Schutz von Pflanzen oder Pflanzentellen anwendbar, einschliessllch 
Saatgut von denjenigen RIanzen. die von Insekten bedroht sind. - : ^ 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch chimSre genetische Konstrukte. die das besagte Gen entht^tem 
Klonienjngsvektoren und -wirte sowie Verfahren, die Pflanzen eine Toleranz gegenOber Insekten verlelhen. 
30 Diese Erfindung betrifft auch die Venwendung dieser Toxine als Insektizide. Andere, beispielsweise aus 
dem Gift des SkorpionsScorp/o maurus patmatus (Famine Chactidae) isolierte Toxine kdnnen ebenfails 
erfindungsgemass ven/vendet werden. 

Die Erfindung betrifft auch Antikdrper, die diese Toxine binden kdnnen. 
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Abbildungen 



Fig. 1 : Konstruktion von pRK252/Tn903/Bg1 11 , 4 . ^ 

Rg. 2: Konstruktion von pCIB5 • ♦ , j 

40 Fig. 3 und 4: Konstruktion von pCtB4 ; 

Rg. 5: Konstruktion von pCIB2 .. . . j.. 

Fig. 6: Konstruktion von pCIBIO, einem Ptasmid mit breitem Wirtsbereich. das T-DNA-Grenzsequen- 

zen und ein Gen zur Pflanzenselektron enthait 

Rg. 7: Aminosaurensequenzen verschiedener Skorpiontoxine, die wie in Belspiel 10 l^eschiieben 
45 erhalten werden. LqhlT2 1st das reprisentative Toxin in Belspiel 10. LqqlT2 Ist ein hemmendes Toxhn fcir 

Insekten aus L quinquestriatus quinquestriatus, dessen Reinfgung in ZIotkIn et al. (1985) beschrieben ist. 

BjlT2 ist ein hemmendes Toxin fOr Insekten aus Buthotus Judaicus, dessen Reinigung in Lester et^al. 

(1982) beschrieben ist. L^hP35 wird hierin beschrieben und ist ein Zwischentoxin, das die Natruim-l<anMie 

von Insekten in einer Weise beeintrachtlgt, die sehr derjenlgen Shnelt. die die orToxine auf r4a6ium*Kan|le 
50 der SSugetiere haben. Die smp-Toxine werden aus dem Gift des Skorpions Scorpio maurus palntatim - 

(Famine Chactidae) gewonnen. SmpIT2 ist ein auf Insekten wirkendes Toxin, dessen Reinlg^tfifein 

Lazarovici et al. (1982) beschrieben Ist. SmpCT2 und SmpCT3 sind gegen Crustaceen wirkende Toxine. 

deren Reinigung in Lazarovici et al. (1984) beschrieben Ist. Die Reinigung von SmpMT, eines gisgen 

SMugetlere wirkenden Toxins, wird in Lazarovici und ZIotkin (1982) beschrieben. 
55 Rg. 8: Synthese und Sequenz des Gens fOr AalT. Sequenz la zelgt die Sequenz des kodlerenden 

Strangs. Sequenz lb zelgt die Sequenz des komplementSren Strange. Sequenz 1c zelgt die Sequenz der 

synthetisierten Fragmente. Sequenz id zeigt die Sequenz des endgQitigen Gens. 

Rg. 9: Sequenz des Gens, das das gegen Insekten wiricende Toxin LqhlT2 kodiert (in den Belspielen 



3 



EP 0 374 753 A2 



als "Sequenz 2" bezeichnet). 
AbkOrzungen 

5 AalT Gegen Insekten wirkendes Toxin von Androctonus australls 

LqhP35 Lqh bezeichnet den Skorplon. P steht fUr Paralyse und 35 entspricht der Elutionsdauer auf der 
HPLC Saule 

HPLC High Performance Uquld Chromatography 

MG Molekuiargewicht 
10 SDS-PAQE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese 

PU LShmende Einheit (Paralytic Unit) 

3.4-DAP 3.4-Diamlnopyrldln 

LD Lethale Dosis 

pi Isoelektrischer Punkt 
15 Bp Basenpaare 

CaMV Cauliflower Mosaic Virus 

Asp-N Pseudomonas fragi Endoproteinase Asp-N 

Lys-C Lysln-Endopeptldase 

GIu-C Staphylococcus aureus Protease V8 
20 RSA Rinderserumalbumin 

TTX Tetrodotoxin 

PEG Polyethylenglykol 

Tr!s-HCITrls^ydroxymethyl)methylamlnhydrochlorld 

EDTA Ethylendiamin-N.N.N'.N'-tetraessigsMure 
25 TFA Trifluoressigsaure 

4-AP 4-Aminopyridin 

NPT Neomycin-phosphotransferase 

STXSaxltoxin 

wAf QewichtA/olumen 
30 TEA Tetraethylammoniumchlorid 

ATCC American Type Culture Collection. Rockville. Maryland 

D Dalton 

I. Aus tierischen Giften stammende, selektiv gegen Insekten wirkende Toxine 

Die Gene verschiedener Toxine konnen zur erfindungsgemassen Transformation von Pfianzen benutzt 
werden. urn sie tolerant gegenUber Insekten zu machen. 

Die Aminosaurensequenz eines gegen Insekten wirkenden Toxins, eines erregenden Toxins aus: 
Androctonus austrafis (AalT) wurde zum ersten Mai von Darbon et al. (1982) bestimmt und veresffentllcht 
40 Die AminosSurensequenz dieses Neurotoxins ist wie fblgfc 

KKNGYAVDSS GKAPECLLSN YCNNQCTKVH YADKGYCCLL SCYCFGLNDD KKVLEISDTR KSYCDTTIIN. ' 

LqqlT2 ist ein Insekten hemmendes Toxin aus L quinquestriatus quinquestriatus (ZIotkIn et al., 1985) 
mit nachfolgender Aminosaurensequenz: 

DGYIRKRDGC KLSCLFGNEG CNKECKSYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDE KTWKSETNTC G. 

46 BjlT2 ist ein Insekten hemmendes Toxin aus Buthotus Judalcus (Lester et al., 1982). BjlT2 existiert In 
zwei Isoformen, die sich in der AminosSurensequenz in Position 15 unterscheiden. Form 1 enthalt in dieser 
Position Isoleucin, wShrend Forni 2 Valin enthSlt. Die Aminosaurensequenz dieses Neurotoxins Ist wie folgt 
DGYIRKKDGC KVSC(V/I)IIGNEG CRKECVAHQG SFGYCWTWGL ACWCENLPDA VTWKSSTNTC Q 
LqhlT2 ist ein Insekten hemmendes Toxin aus L quinquestriatus hebraeus, das Ober Reverse Phase 

50 HPLC gerelnigt wird. Die Aminoslurensequenz dieses Neurotoxins ist wie folgt: 

DGYIKRRDGC KVACLIQNEG CDKECKAYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDD KTWKSETNTC Q 

SmplT2, aus dem Skorpion Scorpio maurus paimatus (Famtlie Chactidae), ist ein hemmendes gegen ; 
Insekten wiri<endes Toxin (Lazarovici et al., 1982) mIt folgender Aminosaurensequenz: 
ALPLSGEYEP CVRPRKCKPG LVCNKQQICV DPK 

55 Bn neues. erfindungsgemMss einsetzbares Toxin ist LqhP35. das die verzSgerte und anhaltende 
Kontraktionsiahmung von Schmeissfliegen-Larven induziert. Es beeintrSchtigt die Natrium-KanSle von Insek- 
ten in etner Weise.' die sehr derjenigen ghnelt diQ die o-Toxine auf Natrium-KanMIe der SSugetiere haben. 
Dieses Neurotoxin stammt aus einem gelben Skorplon, L quinquestriatus hebraeus, Buthinae, Buthidae, 
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und weist folgende Aminosaurensequenz auf: 

VRDAYIAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNAGWCYA LPDNVPIRVP GKCR 

Verglichen mit den erregenden und hemmenden, auf Insekten wirkenden Toxlnen, die aus den GIften 
der Buthinae-Skorplone stammen. (a) induziert dieses Toxin etne unterschiedliche Symptomatologie in der 

5 Schmeissfliegen-Larve (PU: 14 ng/100 mg KG), (b) ist dieses Toxin unfMhig. das markierte enBgende auf 
Insekten wirkende ^^sj AalT von seinen BIndungsstellen an der neuronalen Membran von Insekten zu 
verdrSngen. (c) Ist dieses Toxin ebenfalls sehr wirksam gegen Crustacean (20 ng/100 mg KG), jedoch sehr 
schwach toxisch fQr Mause (100 ug/20 g KG) und (d) induziert dieses Toxin einen v5lllg anderen Effekt auf 
die Natrium-Leitfahigkeit in etnem Axon-PrMparat eines Insekts. 

JO S. falculata Schmeissfliegen-Larven konnen auf Grund der Anordnung ihrer Skelettmuskein in Segmen- 
ten. der wetchen und flexiblen Kutikula und der konstanten Beweglichkeit einfache Verhaltensreaktionen auf 
verschiedene Neurotoxine zeigen. Mit Hilfe derartiger VerhaRensreaktionen ist eine klare Unterscheidung 
zwischen den enregenden und hemmenden. auf Insekten wirkenden Toxinen. die aus den Giften der 
6c/t/9/nae*Skorpionen stammen. mdgiicli (ZIotkin, 1986). 

75 Trotz seiner extrem niedrigen ToxizitSt gegenUber SSugetieren zeigt das LqhP35-Toxin eine starke 
funktioneile und strukturelle Ahnlichkeit mit den a-Toxinen, die SSugetiere betreffen und aus den Giften von 
fii/fA/nae-Skorpionen stammen und die sich an die Spannungs-abh§ngigen oder Tor*Strukturen der 
Natrlum-KanSie in Wirbeltieren binden und sie sondleren (Catterall, 1984): 

(a) es bewirkt eine extreme Verlangerung der Aktlonspotentiale In einem PrMparat eInes Insektena- 
20 xons (etwa zwel Grfissenordnungen niedrigere Konzentratlon als beim wirkungsvollen, gegen SSugetiere 

wirkenden o-Toxin AaH2) und einer isolierten Sketettmuskelfaser der Ratte (wenigstens eine Gr5ssenord- 
nung hShere Konzentratlon als beim AaH2-Toxin). zurUckzufQhren auf die Verlangsamung des Inaktivie- 
rungsprozesses des Natrium-Kanals. 

(b) es weist eine Oberelnstlmmung mit den oben genannten. Saugetlere betreffenden a-ToxInen in 
25 der Aminosaurensequenz von etwa 75 % auf. 

Das LqliP35-Toxin zeigt in selnem Molekulargewicht. seiner Basizitat und seiner Aminosaurenzusam- 
mensetzung die typisclien physikochemisclien Elgenschaften von Polypeptldneurotoxinen aus Skorpionen- 
glft (Possani, 1984). Seine Pharmakologle zeigt jedoch bestimmte einzigartige Elgenschaften. Die.Untei^r 
Chung der pharmakoioglschen Bedeutung des LqhP35-Toxlns erfordert eine kurze Betrachtung der Skor- 

30 plontoxine, die Wirbeltlere betreffen, die sogenannten gegen SSugetiere wirksamen Toxine. Diese Toxirw 
splelen eine wesentliche Rolle in der pharmakoioglschen und chemischen Charakterisierung der NaV 
KanSle In enregbaren Geweben von SSugetieren (Catterall. 1984) und werden gewdhnllcherweise Jn ?!^ / 
Kategorlen eingetelit: Die o-Toxine wie AaH2 oder LqqV betreffen die Natrium-lnaktivierung. besltzen^eine ' 
Spannungs-abhSngige Bindungsfahigkeit und positive KooperatlvltMt mil Iipidl5slichen Alkatoiden wie Ver- 

3S atrldin (Catterall, 1984. ZIotkin et al.. 1985). . . . 

Die aus den Giften von Centruroides und Tityus (Skorpione) abstammenden j8-Toxine betreff:en cfie 
Natrium-Aktivlervng. besitzen mSgliche unabhSngige Bindungsstellen. die von denen der o-Toxine verschteh 
den sind und nicht synergistisch mit Veratridin reagleren (Couraud et al., 1982, Couraud und Jover, 1984). " 
Die Wechselwtrkungen der gegen Insekten wirksamen erregenden Toxine (reprSsentiert durch AalT) mit 

40 den neuronalen Membranen der Insekten Shneln stark dem Effekt der i9-Toxine in den neuronalen 
Systemen der SSugetiere, der sich In der Induktlon wiederholten Feuems (Pethata und Ztotidn. .1981) und 
der Spannungs-unabhangigen Bindung (Gordon et al.. 1984) zeigt. Vor diesem Hlntergrund st^lt sich 
heraus, dass das LqhP35-Toxln eine offensichtlich a-Toxin-Shnliche Wirkung auf die neuronale Insekten- 
Membran hat. . i . v .^ .;^ 

45 Die Ahnlichkeit zwischen LqhP35 und den o-Toxinen der Skorpionglfte hat zwei hauptsS^^iSj^' 
Auswirkungen - eine elektrophyslologlsche und eine strukturelle. LqhP35 Indu zlert In zwei verschiedene 
erregbaren Gewebeprdparaten den "klassischen" Effekt auf die Natrium-lnaktivierung. die vortierrfQrvdle 
fi£/f/)//)ad-Skorplongifte und deren abgeleitete. gegen Wirbeltlere aktlven Toxine gezeigt wurde (Catterall. 
1980). Die zwelte Ahnlichkelt mit den a-Toxinen zeigt sich in der PrimSrstruktur von LqhP35,rDie 

50 AminosSurensequenz von LqhP35 stimmt in etwa 75 % mit den o-Toxinen, aber nur in 17 % mit dem 
enregenden. gegen Insekten wirksamen Toxin Qberein. Mit anderen Worten ist die Ahnlichkelt zwischen 
dem LjqhP35'Toxin und den a-Toxinen so gross wie die zwischen den o-Toxinen untereinander. 

Obwohl das LqhP35*Toxln eine grosse strukturelle und pharmakologische Ahnlichkelt mit den orToxinen 
hat, zeigt sich fQr das LqhP35*Toxin eine sehr niedrige Toxizitat gegenCiber Sdugetieren. im Qegensatz A 

55 seiner relativ hohen Toxizitat gegenOber Insekten. Die typischen o-Toxine AaHl und 2 und. das 0'J&x^ 
Css2 sind inakttv gegen Sarcophaga-laryen und zeigen keine spezifische Bindung an NeuronenprSparate 
von Insekten (ZIotkin et al.. 1971c, Gordon et al.. 1984). v . . jri?f^^f 

Die Starke ToxizitSt des vorliegenden ljqhP35 gegenUber Arthropoden verdient Beachtung.< weil derarth 
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ge Substanzen als Modelte fUr der AufklSrung der TiergruppenspeziMt von Toxinen aus Skorpiongtften 
dienen kfinnen. Das Aniiegen der vorllegenden Erfindung 1st jedoch auch der pharmakologische Wert der «- 
Toxine in den Untersuchungen der Eigenschaften und der Funktion der Natrium-KanSle von WIrbeltieren 
(Catterall. 1980 und 1984). Diese Toxine kSnnen als Marker und Sonden der Spannungs-stimulierten 
6 Konformationsandeaingen dienen, die mit dem Mectianismus des Kanal5ffnens verbunden sind (Catterall, 
1984). Die starke ToxizitSt von LqhP35 gegenDber Insekten, gekoppelt mIt dessen starker Wirkung auf die 
Natrium-lnaktvierung in einem Insektenaxon ist ein bedeutendes pharmakologisches Werkzeug fOr das 
Studium der Natrium-LeitfShigkeit Im Zusammenhang mit der neuronalen Enregbarkeit von Insekten. 

Das LqhP35-Neurotoxin kann wie oben angegeben als eine Sonde oder als ein Marker der Spannungs- 
10 stimullerten KonformationsSnderung, die mit dem Mechanismus des KanalQffnens in Zusammenhang steht 
in den Untersuchungen der Natrium-LeltfShigkeit benutzt werden, die mit der En-egbarkeit von Insektenneu- 
ronen verbunden ist. Zusatzllch kann das LqhP35-Toxin als Insektizld erflndungsgemSss in der Bekampfung 
von Insektenschadlingen eingesetzt werden. 

Das Gift der HundertfOssier Scolopendra canidens und S. cinquiata hat eine geringe ToxizltSt 
75 gegenOber Mausen. aber einen raschen und wirksamen Effekt gegenOber Insekten, 

Insbesonders hat das Gift von S. canidens aus der Umgebung des Toten Meeres in einer Dosis von 1 
mg/10 g KG keine Toxizrtat fUr Mause, Ist aber sehr wirksam gegenOber Insekten. Die Toxine von 
HundertfOsslern k5nnen im Rahmen der vorllegenden Erfindung benutzt werden. 

HundertfOssler der Gattung Scoiopendra greifen Ihre Insektenbeutetiere (beispielsweise Heuschrecken. 
•20 Riegen usw.) an, indem sie sowohl mechanlsche als auch chemische MIttel venwenden. Zuerst wird das^ 
Insektenbeutetier durch die feste Umklammerung des Insekts durch die kraftvollen Beine des HundertfOss- . 
lers eingefangen. Nachdem das Insektenbeutetier Immobilisiert worden ist. injiziert der HundertfOssler sein 
Gift in das Insekt. Die Injektion des Gifts Induzlert eine rasche Uhmung der Beute. Der HundertfOssler ist 
resistent gegen sein elgenes Gift und gegen das Gift anderer HundertfOssler derselben Art. Er kann einer 
25 Giftdosis widerstehen, die ausreichend ist. wenlgstens 150 Heuschrecken desselben Gewichtes zu lahmen. 

Im Feld gesammelte HundertfOssler konnen fOr lange Zeit (etwa 1 Jahr) im Labor gehalten werden. Die 
HundertfOssler werden vorzugsweise in BehSttem gehalten. die ein Feuchtigkelt absorbierendes Substrat 
und erne Wasserversorgung enthalten. Einmal alle zwei Wochen werden die HundertfOssler mit lebenden 
Insekten gefOttert. 

30 Das Gift der HundertfOssler der Gattung Scolopendra kann vorzugsweise fOr Forschungs-oder andere 
Zwecke gewonnen werden, Indern die GIftdrOsen des Tieres "gemolken" werden. Das GIftmelken wird 
vorzugsweise durchgefOhrt, indem die Basis der Gift"zahne" eiektrisch stimuliert wird. Dae ausgepressl^ 
Gift wird vorzugsweise in Kapillanrohrchen aus Plastik gesammelt. die fest an den Spitzen derQift"zfihne^ 
befestlgt wurden. 

36 Das durch derartiges Melken erhaltene GIftvolumen hangt von der Grosse des HundertfOsslers ab, 
reicht aber allgemein von etwa 0.25 bis etwa 5 til Das Trockengewicht des Giftes entspricht etwa 25 %. 
Etwa 70 % des Trockengewlchtes des Giftes ist Protein. Die ToxIzltSt des Giftes in LSsung hSIt wenlgstens 
fOnf Tage bei Raumtemperatur an und sle ist resistent gegenOber Lyophillsierung. 

Gift wird vorzugsweise von jeder geeigneten HundertfOssler-Art gewonnen. Vorzugsweise wird Gift yon 

40 $, canidens oder S. cingulata gewonnen. S, canidens und besonders S. canidens aus der Umgebung des 
Toten Meeres sind besonders bevorzugt. Die Erfindung kann jedoch auch mit anderen S. canidens oder 
mit anderen HundertfOsslern der Gattung Scoiopendra durchgefOhrt werden. Aquivalente HundertfOssler- 
Gattungen und -Arten konnen ebenfalls erflndungsgemMss verwendet werden. Heuschrecken kSnnen durch 
Giftkonzentrationen von 0.25 bis 6.5 ug Gift/g KG gelMhmt werden. Das Gift von S. canidens (Totes .Meer) , 

45 ist das wirkungsvollsto gegen Insekten und hat kelnen Effekt gegenOber Mfiusen. ; / 

Die Toxizltfit das HundertfOssler-Giftes wird durch proteolytische Enzyme zerstQrt. was nahelegti.da^ 
die aktive Komponente des Giftes der Proteinbestandteil Ist Auftrennungen von Hundertfussler-Gift Ober 
eine MolekularsiebsSule in einem HPLC-System zeigen das Vorkommen aktiver Komponenten im MQ- 
Bereich von 1 0 bis 1 30 kD an. 

50 Es ist maglich. das erfindungsgemisse, von HundertfOsslern gewinnbare setektiv auf Insekten wirkende 
Toxin zu reinlgen, indem MIttel wir HPLC, Molekularsieb-Chromatographie, Elektrophorese usw. angewendet 
werden. Beispielsweise kann das Toxin Ober HPLC aufgetrennt werden und die isolierten Fraktionen k5nnen 
auf ihre KapazitMt getestet werden, Insekten zu hemmen oder zu tfiten, Fraktionen mit einer derartigen 
insektiziden Aktivitat konnen gegebenenfaits einer weiteren Reinigung unterworfen werden, bis eine Toxin- 

55 Probe im wesentllchen von ihren natUrllchen Verunretnigungen befreit ist Chromatographie-Technlken sind 
In der Fachweit wohlbekannt und k6nnen vom Fachmann ftJr erfindungsgemSssen Zwecke teicht adaptiert 
werden. • 
Altemativ dazu k6nnen die Toxin-MolekOle mit immunologlschen Mitteln. insbesonde^. .<ter 
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ImmunaffinitSts-Chromatographie gerelnigt werden. ■ * 

Hier und im folgenden ist under dem Begriff "von HundertfUsslem gewinnbares. selektiv mif Insekten 
wirkendes Toxin" ein chemisches Toxin, das identisch Oder im wesentHchen tdentisch ist mit der insektizi- 
den Komponente des HundertfGssler-Qiftes zu verstehen. Das erfindungsgemSsse "von HundertfQsslem 
5 gewinnbare selektiv auf Insekten wirkende Toxin" kann entweder von einem HundertfOssier, durch Peptid- 
Oder andere synthetische Chemie Oder durch die Anwendung molekularbiologischer Techniken gewonnen 
werden. Das Toxin wird als selektiv bezeichnet wenn es fShIg 1st. ein Insekt zu beeintrachtigen. auf ein 
Nicht-lnsekt jedoch keinen Oder nur einen unwesentlichen Effekt hat. 

10 

II. Antikgrper gegen Neurotoxine 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindurig sind Antikorper gegen die erfindungsgemassen 
Neurotoxine. Im folgenden werden verschiedene Verfahren referiert. die dem Pachmann der Immurwtogie 

15 vi^ohlvertraut sind. Standardarbelten, die die allgemeinen Prinzipien der Immunotogie darlegen, sind Klein 
(1982), Kennett et ai. (1980). Campbell (1984) und Eisen (1980). 

Ein Antikorper ist dann funktionsfShig, wenn er in der Lage ist, speziflsch mit einem Antigen zu 
reagieren und dadurch das Antigen an den Antikorper zu binden. Der Ausdmck "Epitop" bezieht sich auf 
den Tell eines Haptens, der von einem Antikorper ericannt und gebunden werden kann. En Antigen kann 

20 ein Epitop oder mehr als ein Epitop haben. Ein "Antigen" ist @hig. in einem Tier die Bildung eines 
Antikdrpers zu induzieren, der ein Epitop dieses Antigens binden kann. Die spezifische Reaktton, auf die 
oben Bezug genommen wird, ist so zu verstehen. dass das Antigen in einer hSchst setektlven Art und 
Weise mit dem entsprechenden Antikorper reagiert und nicht mit der Vielzahl von anderen Antikdrpem, die 
von anderen Antigen hervorgerufen worden sein k5nnen. ; 

25 Die Begriffe "Antikdrper" (Ab) und "monokionaler Antikdrper" (MAb) sind hier so zu verstehen, dass\ 
sowohl intakte MolekQle als auch Pragmente davon (beispleisweise Pab-und P(ab')2-Pragmentej. die ^hig 
sind, eine Antigen zu binden. inbegriffen sind. Fab- und F(ab')2-Fragmenten fehit das Fc-Fragment intakter 
Antikorper. sie verschwinden rascher aus dem Blutkreislauf und sie kOnnten eine geringere unspezifi^he 
Gewebebindung aufweisen als ein intakter Antikorper (Wahl et al., 1983). 

ao Urn mit der Antik6rper-AfflnitMts-Chromatographie ein selektiv auf Insekten wirkendes Toxin zu reinigen, 
ist es notwendig. einen Antikorper zu venvenden, der das Toxin binden kann. Vorzugsweise ist 
derartiger Antikorper ein monoklonaler Antikorper. 

Die erfindungsgemassen Antikorper konnen durch irgendeines einer Vielzahl von Verfahren hergestellt 
werden. Beispleisweise konnen Zelien, die das Neurotoxin oder ein Fragment davon exprimieren, einem 

35 Tier verabreicht werden, um die Produktton von Seren zu Induzieren, die polyklonale Antikdrper, die zur 
Bindung des Neurotoxins fMhig sind, enthaiten. Vorteiihaftenweise wird ein Neurotoxin hergestellt und 
gereinigt, um es im wesentiichen frei von Kontaminationen zu erhalten. Ebenfails vorteilhaft ist es. ein 
Neurotoxin-Fragment gemSss den dem Pachmann bekannten Verfahren zu synthetlsieren. • : . - i?^5t.> 
Sowohl das gereinigte Fragment als auch das synthetlsierte Fragment oder auch eine KombinatiortKon 

40 gerelnigtem naturlichen und synthetischem Fragment kdnnen in ein Tier eingebracht werden, um |>piykiona- 
le Antiseren mit grosserer SpezifitMt zu produzieren. 

Im bevorzugtesten erfindungsgemassen Verfahren sind die AntikSrper monoklonale Antikdrper. D^rarti- 
ge monoklonale Antikdrper kdnnen unter Anwendung der Hybridoma-Technik hergestellt werden; (K^hler 
und Milstein. 1975 und 1976. Kohler et al., 1976. Hammerling et al., 1981). Qanz allgemein gesehen 

45 beinhalten solche Verfahren, ein Tier mit einem Neurotoxin-Antigen zu immunisieren.Die Splenozyt^ 
solcher Tiere werden extrahiert und mit einer geeigneten Myeloma-Zellinie fusioniert. Jede geeignete 
Myeloma-Zeiiinie kann erftndungsgemMss verwendet werden; es ist Jedoch vorteilhaft, die Eltern-Myieiom^^ 
Zellinie (SP2O) zu verwenden, die von der ATCC bezogen werden kann. Nach der Pusiqn. wsrcten ..dfe 
resultierenden Hybridoma-Zellen in HAT-Medlum kultiviert und anschliessend durch limitierende VerdOn- 

50 nung kloniert. wie von Wands und ZurawskI (1981) beschrieben. Die durch eine derartige SeleiJtflQri: 
erhaltenen Hybridoma-Zellen werden anschliessend geprOft. um solche Klone zu identifi2ieren,,die AntikSf- 
per sezemieren. die das Neurotoxin-Antigen binden kdnnen. / ; 

Wenn die Toxinquelle unsauber ist, werden nur einige der Hybridoma-Zellen Antikdrper l3ikten,:dje 
fahig sind, das Toxin zu binden (andere Hybridoma-Zellen werden Antikdrper bllden, die fahig sind, die 

55 Verunrelnigungen des Toxins zu binden). So kann es ndtig sein, unter den Hybridoma-Zellen nach 
denjenlgen zu suchen. die ffihig sind, einen Antikdrper zu sezemieren, der fShig Ist. das Toxin zu binden. 
Eine derartige Suche wird vorzugsweise durchgefOhrt, indem eine Probe des Toxins (oder Qiftes) mit einem 
monokionaien Antikorper inkubiert wird, der von jeder einer Gaippe bestimmter Hybridoma-Zellen sezer- 
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niert wird, und Indem Hybridoma-Zellen identifiziert werden. die einen AntikSrper sezemieren kSnnen. der 
fShIg ist. die Fahigkeit des GIftes, ein Insekt zu IShmen, zu neutrallsleren Oder abzuschwSchen. Wenn e}ne 
derartige Hybridoma-Zelle Identifiziert worden Ist, kann sle mit Hilfe von In der Fachwelt bekannten Mittein 
vermehrt werden, unn den Toxin-speziflschen monoklonalen Antikorper zu produzieren. 

5 Nachdem ein Toxin-spezlfischer monoklonaler Antikorper erhalten worden Ist kann er durch die 
BIndung an einen festen TrSger inamobllisiert werden und verwendet werden, das Toxin aus natQrilchem 
Gift Oder aus anderen Quellen zu reinigung. indem Immunaffinltats-Chromatographle gemSss dem Fach- 
mann bekannter Verfahren angewendet wird. Durch derartige Verfahren kann ein hoher Reinheitsgrad 
erhalten werden und dadurch ein Toxin, das im wesentilchen frel von natarllchen Verunrelnigungen ist. Hier 

10 und im fblgenden bedeutet der Ausdmck "im wesentilchen frel von natOrlichen Verunrelnigungen". dass das 
Toxin in einer Form vorliegt, die keine von den Stoffen enthalt, mit denen es natOrlicher- und normalerweise 
assoziiert ist (beisplelswelse andere Protelne, Lipide, Kohlenhydrate usw.). 

Wenn das Toxin gereinigt worden ist, dann es benutzt werden. urn ein Tier (beispielsweise eine Maus 
Oder ein Kaninchen) zu Immunisieren. urn die Produktion eines Toxin-spezifischen polyklonalen Antikorpers 

15 anzuregen. 

Somit betrifft die Erflndung auch derartige Toxin-spezlfische mono- und poiyklonale Antikorper. Bn 
weiterer erfindungsgemSsser Aspekt betrifft Hybridoma-Zellen. die einen Toxin-spezifischen monoklonalen 
Antikorper produzieren konnen. 

Durch die Anwendung der oben beschriebenen Verfahren konnen zusatzliche Zellinlen erhalten werden, 
20 die fShIg sind. Antikorper zu produzieren. die Epitope des gewunschten selektiv auf Insekten wirkenden 
Toxins erkennen. Die Anwendung der oben beschriebenen Verfahren reicht aus, um die Gewinnung eines 
hochgerelnlgten ToxInprMparates zu gewShrleisten. 

Durch die Anwendung der oben beschriebenen Verfahren konnen zusSuliche Zellinlen erhalten werden, 
die AntikSrper produzieren. welche die Epitope des gewOnschten, selektiv auf Insekten wirkenden Toxins 
25 erkennen. 



III. Gentechnik mit den seiektiv auf Insekten wirkenden Toxinen , V. 

30 Die vorliegende Erflndung betrifft auch die Gen-Sequenzen, die die selektiv auf Insekten wirkenden 
Toxine kodieren. Expressionsvehlkel. die diese Gen-Sequenzen enthalten, damit transformierte Wlrtszellen. 
das Toxin, das durch die transformierte Wirtsexpression produziert wird, und die Verwendungen der 
rekomblnanten Toxine. 

Es gibt zahlreiche Verfahren. die man benutzen kann, um die das Toxin kodlerende Gensequenz 
35 klonleren. Eines von diesen Verfahren basiert darauf. dass eine shuttle vector-Blbllotiiek von cDNA- 
EnschQben (abgeleitet von einer ein Toxin exprimlerenden Zelle) auf das Vorhandensein eines Bnschubs 
analysiert wird, der die Toxin-Gensequenz enthSit 

Bel dieser Vorgehensweise werden Zellen mit dem Vektor transfiziert und anschliessend auf dietToxin: 
Expression hin untersucht. i - . 

40 Zur Kloniemng der ToxIn-Gensequenz ISsst sich auch die AmInosSurensequenz des ToxIn-MblekQte * 
bestimmen. Dazu wird das Toxin-Protein gereinigt (wie oben beschrieben) und analysiert. um die Amiru)-' 
saurensequenz des Toxin-Proteins zu bestimmen. wobel jede Sequenzanalyse verwendbar ist, insbesonde- 
re der Edman-Abbau, ganz besonders bevorzugt ist jedoch der EInsatz automatischer Sequenzlerapparate, 
Die Sequenz der einzelnen AminosSurebestandteile wird hier durch den Gebrauch ihrer gemeinhin 
45 verwendeten Ein-Buchstaben-Bezeichnungen beschrieben. Bne Auflistung dieser Bn-Buchstaben- uiKi der 
Drei-Buchstaben-Bezeichnungen ist in LehrbGchern wie von Lehnlnger (1975) nachzulesen. Bei horizontaler 
Schreibweise der Aminosdurensequenz steht das Aminoende links und das Carboxylende rechts. 

Ist die Aminosaurensequenz bekannt. so lassen sich daraus DNA-Sequenzen ableiten, die fShIg sind. 
das gewQnschte Protein zu kodieren. Ein solches Gen kann dann kloniert werden. Da der genetisch^ Kode 
,50 degeneriert ist, gibt es bekanntlich mehr als ein Codon. das eine bestimmte Aminos§ure kodlert (Watson. 
1977). 

Obwohl es mfigllch ist. die gesamte AmInosSurensequenz des Toxins zu bestimmen. genOgt es im 
aligemeinen. die Sequenz eines Fragments des MolekUls zu bestimmen und die resultierenden Sequenzda-- 
ten zur Herstellung einer Oligonukleotidsonde zu benutzen. mit der die gesamte Toxin-Gensequenz 
55 herausgefunden werden kann. Toxin*Peptldfragmente k5nnen durch Inkubation des Intakten MolekUls mit 
Cyanbromid Oder mit Proteasen wie Papain. Chymotrypsin oder Trypsin erhalten werden (Oike et al., 1982. 
Liu etal.. 1983). 

Unter Verwendung des genetischen Kodes (Watson, 1977) kdnnen ein Oligonukleotid Oder mehrere 
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verschiedene Oligonukleotide identifiziert werden, von denen Jedes fMhig ist, die Toxin-Peptide zu kodieren. 
Die Wahrscheinlichkeit, dass ein bestimmtes Oligonukleotid tatsMchlich die eigentilche. das Toxin kodieren- 
de Sequenz sein wird. kann durch die Beachtung abnormer Basenpaarungsverh^ltnisse und die HSufigkeit, 
mfi der ein bestlnfimtes Codon wirklich in eukaryotischen Zellen (urn eine bestimmte AminosSure zu 

5 kodieren) benutzt wird, abgeschatzt werden. Derartige Regain zur Codon-Benutzung ("Codon usage rules") 
sind in t^the (1985) ver5ffentlicht. Unter Verwendung dieser Regein zur Codon-Benutzung von Lathe vyird 
das Oligonukleotid Oder ein Set von Oligonukleotiden Identifiziert. das mit gr6sster Wahrscheinlichkeit die 
die Toxin-Peptidsequenzen kodierende Nukleotidsequenz enthSlt. 

(^eses resultierende Oligonukleotid Oder Set von Oligonukleotiden wird benutzt. urn die Sequenz eines 

70 komplementaren Oligonukleotids Oder eines Sets von Oligonukleotiden zu identifizleren, das/die fMhig 
ist/sind, mit der "hochst wahrscheinlichen" Sequenz Oder dem "hdchst wahrscheiniichen" Set von Sequen* 
zen zu hybridisleren. Ein Oligonukleotid. welches eine derartige konnplementare Sequenz enthSlt. kann als 
Sonde verwendet werden. unn das Toxin-Gen zu Identifizieren und zu isolieren (Maniatis et al.. 1982). 

Zusammengefasst eriaubt somit die tatsachliche Identifizienjng von Toxin-Peptidsequenzen die Identifi- 

75 zierung einer theoretischen "hochst wahrscheinlichen" DNA-Sequenz Oder eines Sets von DNA-Sequenzen, 
die fSihig ist/sind. ein derartiges Peptid zu kodieren. Wenn die Fragmente nnehr als 10 AminosSuren 
aufweisen, reicht die Sequenzinformation im allgenfieinen bereits aus. um die Klonieaing einer das Toxin 
kodierenden Qensequenz zu gewahiieisten. Durch die Konstruktlon eines Oligonukteotids, das der theoreti- 
schen Sequenz kompiementSr ist (Oder durch die Konstruktlon eines Sets von Oligonukleotiden, die dem 

20 Set der "hochst wahrscheinlichen" Oligonukleotide komplementSr sind), wird ein DNA-Molekul (Oder ein Set 
von DNA-MoiekQIen) erhaiten, das fShig ist, als Sonde zur identifizierung und Isoiierung des Toxin-Ciens 
benutzt zu werden. 

Die Klonienjng und die Venwendung der verschiedenen oben beschriebenen Toxine wird hier und im . 

folgenden allgemein als die Klonierung und die Verwendung "eines Toxins" bezeichnet. Es ist so zu 
25 verstehen, dass jedes der genannten Toxine in jedem der beschriebenen erfindungsgemassen Verfahren zu 

venA^enden ist. Die Venwendung der erfindungsgemSssen Gentechniken in Bezug auf das Toxin v^rd.durch 

die Klonierung von Gen-Sequenzen, die das Toxin kodieren. und durch die Expression derartiger Sequen- 

zen erlelchtert. Hier und im folgenden bezieht sich der Begriff "Gen-Sequenzen** auf ein Nukleinsiur^de? 

kUI (vorzugsweise DNA). Gen-Sequenzen. die das Toxin kodieren. kdnnen aus einer Vielzahl von Quellen 
30 stammen. Belspiele solcher Quellen sind genomische DNA. cDNA. synthetische DNA und Kbmblnationen 

davon. - • *^ r: 

Genomische DNA kann gegebenenfalls natUrltoh vorkommende introns enthalten. DarQberhinausr'kanfi 

eine derartige genomische DNA in Verbindung mit der s'-Promotor-Region der Toxin-Gensequenzen 

erhahen werden. So weit wie eine Wirtszeile die Regu lationssignale der Transkription und die jnitiationssh 
OS gnale der Translation erkennen kann, die mit der Expression des Proteins verbunden sind. kann die'Srr 

Region erhalten bieiben und fur die Initiationsreguiation der Transkription und Translation verweiiidet 

werden. 

Im Fall der cDNA kann diese kloniert und der resultierende Klon mit einer geeigneten Sonde fQr cDNA, 
die die gewUnschten Sequenzen kodlert, heraiisgesucht werden. Wenn der gewUnschte Klon erst einrriai 

40 iSQiiert worden ist, kann die cDNA in im wesentiichen derselben Weise gehandhabt werden. ^j^^jVi? 
genomische DNA. Die cDNA enthalt jedoch keine Introns Oder dazwischeniiegenden Sequenze^t^AM^ 
diesem Grund ist ein cDlMA-MolekOI, welches das Toxin kodiert, die bevorzugte Gen-Sequenz der voriieget^ 
den Erfindung. • . . 

Genomische DNA bzw. cDNA kann auf mehreren Wegen erhalten werden. Genomische DNA kann aus 

45 geeigneten Zellen mit dem Fachmann gut bekannten Verfahren extrahiert und gereinigt werden. Alterr^y 
dazu kann mRNA aus einer Toxin-produzierenden Zelle isoiiert und dazu benutzt werden, um mit denn 
Fachmann gut bekannten Verfahren cDNA zu produzieren. Derartige geeignete ONA-PrSparate werden 
enzymatisch gespaiten Oder zufallsmSssiggeschert und mit rekombinanten Vektoren verknUpft, um eine 
Gen-Bibliotiiek aufzubauen. Derartige Vektoren kdnnen anschliessend mit den oben beschriebenen 

50 Oligonukleotid-Sonden gescreent werden, um eine ein Toxin kodierende Sequenz zu Identifizieren. 

Ein geeignetes Oligonukleotid Oder ein Set von Oligonukleotiden, das/die fShig ist/sind. ein Fragment 
des Toxins zu kodieren (Oder das einem derartigen Oligonukleotid oder einem Set von. Oligonukleotiden 
komplementar ist). welches nach dem oben beschriebenen Verfahren Identifiziert worden ist, wird synthett- 
slert und mit Mittein, die dem Fachmann bekannt sind, mit einer DNA oder vorzugsweise mit einein:cPN^ 

55 Prgparat hybridlsiert, die/das aus Zellen abgeleitet ist, die fShlg sind. das Toxin-Gen zu exf^t^vniersh^^ 
Quelle der verwendeten DNA oder cDNA wird vorteilhafterweise vorher mit Toxin-Sequenzen sfngerisichert. 
Eine derartige Anreicherung kann am letchtesten mit cDNA enreicht werden. die erhalten wurde. indem^HNA 
aus Zellen extrahiert wurde. die grosse Mengen des Toxins produzieren. Techniken der Nukleinsaurenhybri^ 
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disierung sind in Manlatis et al. (1982) und Hames und Higgins (1985) veroffentiicht 

Urn das Herausfinden der das Toxin kodierenden Sequenz zu erielchtem. kann die DNA-Sonde mit 
einer nachweisbaren Gaippe markiert sein. EIne derartige nachwelsbare Gruppe kann jeder Stoff mit einer 
auffindbaren physlkalischen oder chemischen Egenschaft sein. Derartige Stoffe sind auf dem Qebiet der 
6 Immunassays gut entwickelt. Qanz allgemeln kann nahezu jede iVIarkierung, die In derartigen Verfehren 
geeignet ist. erfindungsgemSss verwendet werden. Besonders gut geeignet sind enzymatisch aktive 
Gruppen. wie Enzyme (Wisdom. 1976). Enzymsubstrate (GB 1,584.741), Coenzyme (US 4^30,797 und US 
4^38.565) und Enzym-lnhibitoren (US 4,134,792); Ruoreszenzfarbstoffe (SoinI und HemmilS. 1979): chro- 
mophore Stoffe; Luminiszenzfarbstoffe wie Chemi- und Bioluminiszenzfarbstoffe (Gorus und Schram. 1979); 
10 spezifisch bindungsfMhiige Uganden; proximale, zusammenwirkende Paare; und Radioisotope wie ^H. ^^s, 
32p, »2S| und ^*C. Derartige Markierung und Markierungspaare werden auf der Basis ihrer eigenen 
physlkalischen Eigenschaften (beispielsweise Ruoreszenzfarbstoffe, chromophore Stoffe und Radioisotope) 
Oder ihrer reaktiven oder BIndungselgenschaften (beispielsweise Enzyme, Substrate,. Coenzyme und Inhibi- 
toren) nachgewiesen. Beispielsweise kann eine mit einem Cofaktor marklerte Sonde nachgewiesen werden, 
75 indem das Enzym. fOr das der Marker Cofaktor ist, und ein Substrat des Enzyms hinzugefQgt werden. 
Beispeilsweise kann ein Enzym benutzt werden, das auf ein Substrat derartig einwirkt. dass ein Produkt mit 
einer messbaren physlkalischen Eigenschaft entsteht. Beispiele fOr solche Enzyme schliessen iS-Galaktosi- 
dase. alkalische Phosphatase und Peroxidase ein. ohne jedoch darauf beschr§nkt zu sein. 

Aligemeine Verfahren zur Hybridislerung sind beispielsweise in Maniatis et al. (1982) und in Hames und 
20 Higgins (1985) publiziert. Diejenlgen IVIitglieder der oben beschriebenen Gen-Bibllothek, die zu einer 
derartigen Hybridisieaing fShig sind. werden anschliessend analysiert, um das Ausmass und die Natur dec 
in ihnen enthaltenen, das Toxtn-kodierenden Sequenzen zu bestlmmen. 

In einem altematlven Verfahren, das Toxin-Gen zu klonieren, wird eine Bibliothek von Expressionsvekto- 
ren angelegt, indem DNA oder bevorzugt cDNA, die aus einer Zelle stammt, die fShig ist. das Toxin zu 
25 exprimieren, in einem Expressionsvektor kloniert wird. Die Bibliothek wird anschliessend auf Mitglieder hin 
untersucht. die zur Expression eines proteins fahig sind. das einen Anti-Toxin-Antikorper bindet, und die 
eine Nukleotidsequenz aufweisen, die fShig ist. Polypeptide zu exprimieren, die dieselbe Aminosfiurense- 
quenz haben wie das Toxin oder Fragmente des Toxins. v, . 

Die klonierten, das Toxin kodierenden Sequenzen, die durch die oben beschriebenen Verfahren 
30 erhalten werden, kdnnen funktionstOchtig mit einem Expressionsvektor verknUpft sein und in bakterieHe 
Oder eukaryotlsche Zellen elngefUhrt werden, um das Toxin oder ein funktionelles Derivat.davon zu; 
produzierenTechniken fOr derartige Handhabungen sind in Maniatis et al. (1982) verQffentllctit und jn der 
Fachwelt gut bekannt. 

Mit den oben diskutierten Verfahren konnen deshalb Gen-Sequenzen Identlfizlert werden, die fShig sindi 

35 das Toxin oder Derivate davon zu kodieren. Um derartige Gen-Sequenzen weiter zu charakterlsleren. 1st es 
wUnschenswert, die Toxine. die von diesen Sequenzen kodlert werden. zu exprimieren und zu best§tigen, 
dass sie die Eigenschaften der Toxin-Peptide besitzen. Solche Bgenschaften sind die FShigkeit. spezifisch 
Anti-Toxin-Antikorper zu binden, die FShigkeit. die Produktion eines zur Bindung an das Toxin ffihigen 
Antikorpers auszulosen. die Fahigkeit. einer Empfanger-Zelie eine Toxin-Funktion zu verleihen, etc.. 

40 An Stelle der oben beschriebenen Verfahren zur Rekombinatlon kann eine Gensequenz, die das .toxin 
kodlert. auch synthetisch hergestellt werden (beispielsweise durch organische Synthese). 

Ein altematlves Verfahren. um eine Gen-Sequenz zu erhalten. die fShig ist, das Toxin zu kodieren;.lia, 
sie durch Oligonukleotld-Synthese herzustellen. Dieses Verfahren ist speziell bei Proteinen mit wenlger als 
100 Aminosiuren, wie den erfindungsgemdssen Toxinen anwendbar. Der genetische Kpde wird benut^ ujfn 

45 die Oligonukleotid-Sequenz zu bestlmmen. die fShig ist, die AminosSurensequenz zu kodieren. • jr',. . 
Bei der Vorhersage der Oligonukleotid-Sequenz wird vorteiihaften^veise die passende Codon-Hatrfigkeit; 
des Organismus, in dem das Gen exprimiert werden soil, berOcksichtigt. Derartige Codon-HSufigkeiten fUr 
einige Organismen sind als Teil eines Sequenzanalyse-Computerprogramms der Genetics Computer Group 
der UniversitSt von Wisconsin erhSltlich. Codon-HSufigkeiten fOr weltere Organismen konnen mit Hitfe 

50 desselben Computer-Programm*Paketes berechnet werden, indem Daten aus den verfQgbaren Sequenzda- 
tenbanken verwendet werden. In einigen Fallen konnen alternative Codons ausgewShIt werden, um die 
Synthese zu erielchtem und/oder fUr passende Restriktionsschnittstellen zu sorgen. Stop- und Startsignale 
der Translation werden an den geeigneten Punkten eingefQhrt und Sequenzen an die Enden angefOgt. um 
passende Klonierungsstellen zu schaffen. Die jeweils obere Nukleotidsequenz stent den "kodierenden 

55 Strang" dar. Die Sequenz des "komplementSren Strangs" wird mit den oben erwShnten Computerprograrnr. 
men vorhergesagt. 

Eine Serie von Oiigonukieotiden, deren LSnge von 20 bis 50 Basen reicht, wird synthetisiert, .um ^|^e 
Serie von Qberlappenden Fragmenten zu schaffen. die beide StrSnge des Gens bilden, wenn sie. spSter 
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gepaart und verknUpft sind. Diese Fragmente werden anschliessend gepaart und miteinander verteiQpft, 
indem Verfahren angewendet werden, die dem Fachmann gut bekannt sind (Maniatis et at., 1982). Das 
resuitierende DNA-Fragment mit der vortiergesagten Grosse wird durch eine Elektropliorese isoliert und mit 
einem geeigneten Ktonierungsveldor zur Ampiifikation und weiteren IHandhabung verknOpft Dieses syntheti- 
5 sche Gen kann unter Verwendung der oben fUr die aus genomischer und/oder cDNA isolierten Gene 
beschriebenen Techniken geliandhabt werden. 



IV. Expression des selektiv auf insekten wirkenden Toxins und seiner funktioneilen Derivate. 

TO 

Die das Toxin kodierenden Sequenzen, die mit den oben beschriebenen Verfahren erhSltlich sind, 
kSnnen gemSss an sich bekannter Verfahren funktionstQchtig mit einem Expressionsvektor verknUpft 
werden und in pro- Oder eukaryotische Zelien eingefOhrt werden, urn das Toxin Oder dessen funktioneiie 
Derivate zu produzieren. Die vorliegende Erfindung betrifft sowohl das intakte Toxin als auch funktioneiie 

IS Derivate bzw. BruchstQcke dieses Toxins. 

Hier und im folgenden bedeutet der Begriff "Im wesentlichen rein" Oder **im wesentlichen gereinrgt**. 
dass das Neurotoxin kelne verunreinigenden Substanzen enthait, die normaien/^^eise im natOrlichen isolat 
vorkommen. und somit namentlich frei von Protein-und Kohlenhydrat-Bestandteilen- ist. Mit den Begriff ist 
ferner ein Neurotoxin gemeint, das auf Grund anerkannter Reinheits- Oder Homogenitatskriterien als 

20 homogen bezeichnet werden kann. Beispielswelse zeigt ein im wesentlichen reines Neurotoxin konstante 
und reproduzierbare Eigenschaften innerhalb gewisser standardmassiger Abweichungen bei Parametem wie 
den folgenden: MG, chromatographisches Verhalten und andere decartige Parameter. Der Begriff ist jedoch 
nicht so zu verstehen, dass er kUnstilche oder synthetische Mischungen des Neurotoxins mit anderen 
Verbindungen ausschiiesst. Der Begriff ist auch nicht so zu verstehen. dass er die Gegenwart von 

25 geringfUgigen Unrelnheiten, die die biologische AktivltSit des Neurotoxins nicht st5ren und die beispietswei-' 
se auf Grund unvollstMndiger Reinlgung vorhanden sein konnen. ausschiiesst. - 

Ebenso werden die Begriffe "LqhP35", "das LqhP35-Neurotoxin" und "das LqhP35-Toxin" austausch* 
bar und beispielhaft benutzt. um ein vom Skorpiongift abgeleltete Toxin zu benennen. Die vorliegende 
Erfindung betrifft sowohl das Intakte Neurotoxin als auch die funktioneilen Derivate des LqHP35?Toxir)$. > * > 

30 Ein "funktionelles Derivat" des Toxins Ist ein Stoff, der eine biologische AktivltSt (entweder funktioneti 
Oder struktureil) besltzt. die im wesentlichen einer biologischen AktivitSt des Toxins ahniich ist. Der 
Ausdruck "funktionelles Derivat" ist so zu verstehen, das er die "Fragmente", "Varianten", "Analogen" oder 
'*chemischen Derivate" eines MolekQIs einschiiesst. Mit einem "Fragment" eines MolekQIs wie das cfes. 
Toxins ist jedes PolypeptidteilstUck des Molekuls gemeint. Der Begriff eine "Variante" eines MolekOls wre 

35 das des Toxins ist so zu verstehen. das sle sich auf ein MolekQI bezieht. das Im wesentlichen tn der 
Struktur und in der Funktion entweder dem gesamten MolekUi Oder einem Fragn\ent davon Shnlidi ist Bn . 
Molekul wird als "im wesentlichen ahniich" zu einem anderen MolekQI angesehen, wenn .beide^MoleHQ^^i?, 
wesentlichen Shnllche Strukturen haben und/oder wenn beide MolekOle eine Shnllche biologische 4^1^^ 
aufweisen. Hier und im folgenden werden deshalb zwei MolekOle als Varianten bezeichnet wenn sie/^pe 

40 ahnliche Aktivitat zeigen, selbst dann, wenn die Struktur des einen Molekuls nicht in der des anderen 
wiedergefunden wird, oder wenn die AmlnosSurensequenzen nicht Identisch sind. Mit dem -"Analogen" 
eines MolekQIs wie das des Toxins soil ein MolekQI gemeint sein, dass in der Funktion entweder; c^rn 
gesamten MolekQI oder einem Fragment davon im wesentlichen Shnllch ist. Hier und Im folgenden wird ein 
MolekQI dann als ein "chemisches Derivat" eines anderen MolekQIs angesehen, wenn es zusatzllche 

45 chemische Antelle enthait, die normalerweise keinen Tell des MolekQIs bilden. Derartige Anteile kdnnen dje 
Loslichkelt. die Absorption, die blotogische Halbwertzeit etc. verbessem. Anteile. sie soiche Effekte 
hervomjfen konnen. sind in Osol, A. (Hrsg.) Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co,, 
Easton, PA. 1980) verSffentllcht. Verfahren, mit denen soiche Anteile an ein MolekQI gekoppelt .werden 
k5nnen, sind dem Fachmann wohlbekannt. . • A- 

50 Eine DNA-Sequenz. die ein erfindungsgemSsses Toxin oder dessen funktioneiie Derivate kodiert^JwH' 
mit Vektor-DNA gemSss heri(8mmllcher Techniken rekomblnlert werden, beispielswelse Ven^irendung von 
glatten oder koh§siven Enden bei der Veri<nQpfung. Schnelden mit Restriktionsenzymen zur Erzeugung 
geeigneter Enden. geeignetes AuffQllen kohSsiver Enden, Behandlung mit alkalischer Phosphatase,, um 
unen(vQnschte Vertjindungen zu vermeiden. und das VerknQpfen mit geeigneten Ligasen. Techniken fQr 

55 derartige Handhabungen sind in Maniatis et al. (1982) ver5ffentlicht und der Fachwett bekannt. ./.. r 

Ein NuklelnsauremolekOI wird als "^hlg zur Expression" eines Polypeptlds angesehen, wennres 
Nukleotidsequenzen enthait die wiedeoim Informationen zur Regulation von Transkription und Translatton 
enthalten. und wenn derartige Sequenzen "funktionstQchtig verknQpft" mit Nukleotidsequenzen sind, die das 
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Polypeptid kodieren. Bne funktionstOchtige VerknQpfung ist eine VerknOpfung, In welcher die regulatori- 
schen DNA-Sequenzen und die zu exprimlerende DNA-Sequenz derartig verknQpft sind, dass damit ' 
Qenexpresslon ermogllcht wird. Die genaue Natur der fUr die Genexpresslon bendtigten regulatorischen' 
Bereiehe konnen von Organismus zu Organlsmus verschieden seln. Infi allgemeinen enthalten sie jedoch 

5 eine Promotor-Region, die In Prokaryoten sowohl den Promotor (der die Initiation der RNA-TranskrIption 
lenkt) als auch die DNA-Sequenzen enthMlt. die, wenn sie in RNA transkribiert werden. die Initiation der 
Toxin-Synthese slgnalisieren. Derartlge Regionen enthalten normalerwelse diejenigen s'-nicht-kodierenden 
Sequenzen. die an der Initiation der Transkription und der Translation beteiligt sInd, wie die TATA-Box, die 
capping-Sequenz. die CAAT-Sequenz und dergleichen. 

10 Wenn es gewQnscht wird, kann die nicht-kodierende Region 3' zur Gensequenz, die das Toxin kodiert. 
durch die oben beschriebenen Verfahren erhalten werden. Diese Region kann wegen ihrer regulatorischen 
Sequenzen fur die Beendigung der Transkription, wie Termination und Polyadenyllerung, beibehalten 
werden. Somit k5nnen durch die Beibehaltung der sich naturlichentveise an die DNA-Sequenz, die das 
Toxin kodiert. anschllessenden s'-Region die Terminationssignale fOr die Transkription beschafft werden. In 

16 den FSIIen. in denen die Terminationssignale fUr die Transkription in der Expression der Wirtszelle nicht 
befriedigend funktlonieren, konnen sie durch eIne s'-Region, die in der Wirtszelle funktioniert. ersetzt 
werden. 

Zwei DNA-Sequenzen (beispielsweise eine Sequenz aus der Promotor-Region und die das Toxin- 
kodierende Sequenz) werden als funktionstuchtig verknQpft angesehen. wenn die Natur der VerknQpfung 

20 zwischen den zwei DNA-Sequenzen nicht (1) in der Einfuhrung einer Leseraster-Verschiebungs-Mutatlon 
resultiert. (2) die Fahigkeit der Promotorsequenz-Region. die Transkription der Toxin-Gensequenz zu 
lenken, st6rt Oder (3) die F§higkelt der Toxin-Gensequenz, durch die Promotorsequenz-Region transkribiert 
zu werden. stort. Bne Promotor-Region ist funktionstuchtig verknQpft mit einer DNA-Sequenz, wenn der 
Promotor fahig ist. die Transkription dieser DNA-Sequenz zu beeinflussen. 

•25 Um das Toxin zu exprimleren sind somit Transkriptions- und Translationssignale erforderilch, die von' 
einem geeigneten Wirt eritannt werden kQnnen.- t 

Die vorliegende Erflndung betrifft auch die Expression des Toxin-Proteins (oder eines funktlonellen; 
Derlvats davon) in sowohl prokaryotischen als auch eukaryotischen Zellen. Bevorzugte prokaryotische Wirte 
sind beispielsweise Bakterien wie E. co/i Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, 

30 usw.. Der bevorzugteste prokaryotische Wirt Ist E. colL Bakterielle Wirte von besonderem Interesse sind 
beispielsweise £ coli K12 Stamm 294 (ATCC 31446), E. C0//X1776 (ATCC 31537). E. co// W3110 (F-. X" 
prototrophisch (ATCC 27325) und andere Enterobakterien wie Salmonella typhlmurium oder Serratia 
marcescens und verschledene Pseudomonas-Arton, Unter derartigen Bedingungen wird das Toxin nicht 
glykosyiiert. Der prokaryotische Wirt muss mit den Replikon- und Kontrollsequenzen im Expressionsplasmid 

36 kompatibel seln. 

Um ein erfindungsgemasses Toxin (Oder ein funktioneiles Derivat davon) in einer prokaryotischeii Zelle 
(wie £ coli, B. subtHls, Pseudomonas, Streptomyces usw.) zu exprimleren, ist es erforderilch. die.das 
Toxin kodierende Sequenz funktionstQchtig mit einem funktlonellen prokaryotischen Promotor zu vericnUpfr 
ten. Derartige Promotoren k5nnen entweder konstitutiv oder vorteilhaftenfveise reguiierbar (d. h. Induzieri^ar 

40 Oder dereprimlerbar) seln. Belspiele konstitutiver Promotoren sind der /nf-Promotor des BakteriophagenvV 
der d/a-Promotor des i8-Lactamase-Gens von pBR322, der CAT-Promotor des Chloramphenicoi-Acetyh 
Transferase-Qens von pBR325 usw,. Belspiele induzierbarer Promotoren sind die rechten und linken 
Promotoren des Bakteriophagen X (Pl und Pr). die trp-, recA-, lacZ-, lach und ga/-Promotoren von E colk 
der a-Amylase-Promotor (Ulmanen et al., 1985) und die o^-spezifischen Promotoren von H, subtHls : 

45 (Gilman ef al.. 1984), die Promotoren der Bakteriophagen von Bacillus (Gryczan. 1982) und Streptomyces- 
Promotoren (Ward et al., 1988). Eine Obersicht Qber prokaryotische Promotoren vermitlein Click. und 
Whitney (1987), Cenatiempo (1986) und Gottesman (1984). 

Eine effektive Expression in einer prokaryotischen Zelle erfdrdert auch die Anwesenheit einer 
Ribosomen-Bindungsstelle stromaufwsirts (upstream) der das Gen-kodierenden Sequenz. Derartige 

60 Ribosomen-BIndungsstellen sind beispielswelse in GokJ et al. (1981) ver5ffentlicht. ^ x: 

Nicht-timitierende Belspiele bevorzugter eukaryotischer Wirte sind Hefen, Plize, tnsekten-Zellen und 
SSugerzellen sowohl In vivo als auch in Gewebekultur. Als Wirte geeignete S^ugerzeilen sind beispieleweK 
se Zellen, die von Rbroblasten, wie VERO oder CHO-KI, oder von Lymphzellen abstamn>en, wie. das 
t^ybridoma SP2/0-AG14 oder das Myek>ma P3x63Sg8, und Ihre Derivate. Bevorzugte SSuger-Wirtszellen 

55 sind beispielsweise 8P2/0 und J558L ebenso wie Neuroblastoma-Zelllnlen wie IMR 332, die eventueH Qber 
bessere KapazitSten fQr das post-transiationale Processing verfQgen. 

FUr Saugerwirtszellen stehen verschledene mogliche Vektorsysteme fQr die Expression des Toxins zur 
VerfUgung. Ene grosse Vielfalt von Regulationssequenzen der Transkription und Translation kSnnen je nach 
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der Art des Wirts verwendet warden. Die Regulationssequenzen der Transkription und Translation kdnnen 
von viralen Quellen stammen. beisplelswelse vom Adenovirus, Rinder-Papillonr^avirus, Simianvirus Oder 
ahnlichen, In denen die Regulationssignale mit einem bestimmten Gen. das eine hohe Expresstonsrate hat 
gekoppelt sind. Altemativ dazu kOnnen Promotoren von SSuger-Expressionsprodukten. wis Aktin. Kollagen. 

5 Myosin etc. venArendet werden. Regulationssignale der Transkriptlonsinitiation kfinnen ausgewSlilt warden, 
die eine Repression Oder Aktivierung zulassen, so dass die Expression der Gene moduliert werden kaiin. 
Von Interesse sind Temperatur-sensttlve Regulationssignale, so dass durcii VerSnderung der Temperatur 
die Expression reprimiert Oder inltiiert werden kann. Oder auch Regulationssignale. die einer chemischen 
Regulation, beispielsweise durch einen Metaboliten, zuganglich sind. 

TO Hefen weisen wesentliche Vorteiie dadurch auf. dass sie auch post-translatlonale Peptidmodifikatonen 
ausfOhren konnen. Es gibt eine Anzahl von Strategien zur Rekombination von DNA. die starke Promotor- 
Sequenzen und eine hohe Zahl von Plasmidkopien venwenden. die zur Produkten der gewUnschten Proteine 
in Hefen genutzt werden konnen. Hefen erkennen sogenannte leader-Sequenzen klonlerter SMuger-Genpro- 
dukte und sezernieren Peptide, die diese leader-Sequenzen tragen (d. h. Propeptide) 

75 Jedes einer Reihe von Gen-Expressionssystemen auf Hefe kann eingesetzt werden, das Promotor* und 
Terminationselemente aus aktiv exprimierten Genen enthalt. die glykolytische Enzynne kodieren. Oiese 
Enzyme werden in grossen Mengen produziert, wenn die Hefe In Medlen gezogen wird, die relch an 
Glucose sind. Bekannte glykolytische Gene kdnnen auch sehr wiricsama Kontrollsignale der Transkription 
beitragen. Beispielsweise konnen die Promotor- und Terminatorsignale des Phosphogiycerat-Kinase-Gens 

20 verwendet werden, 

Andere bevorzugte Wirtszeilen sind Insektenzellen, beispielsweise die der Drosophila-laiven, Wenn 
Insektenzellen als WIrte benutzt werden, kann der Orosop/)//a-AlkQhol-Dehydrogenase-Promotor venAfendet 
werden (Rubin, 1988). Alternativ dazu k5nnen Baculovlrus-Vektoren konstruiert werden, die grosse Mengen 
des Toxins in Insektenzellen exprimieren (Jasny. 1987, Miller et al., 1986). 

25 Wie bereits oben diskutiert. erfordert die Expression des Toxins in eukaryotischen Wirtszelten den 
Qnsatz eukaryotischer Regutatlonsregionen. Derartige Regionen umfassen im ailgemeinen eine Promoter* 
Region, die zur initiation der RNA-Synthese ausreicht. Bevorzugte eukaryotlsche Promotoren sind beispiels- 
weise der Promoter des Metallothlonein l-Gens der Maus (Hamer und Wailing, 1982). der TK-Promotor des 
Herpesvirus (McKnIght, 1982), der frQhe Promoter von SV40 (Benoist und Chambon. 1981) und der. ga/4- 

30 Gen-Promotor aus Hefe (Johnston und Hopper. 1982. Silver et al., 1984). 

Wie weithin bekannt ist wird die Translation eukaryotischer mRNA an dem Codon initiiert, daStdas. 
erste Methlonin kodiert. Deshalb Ist es vorteilhaft. sicherzustellen. dass die Verbindung zwlschen:eifie(£n 
eukaryotischen Promoter und einer DNA-Sequenz, die das Toxin (oder ein funktionelles Oerivat davon) 
kodiert, keine dazwischenliegenden Codons enthalt. die ein Methionin kodieren (d. h. AUG). Die Anwesen- 

35 heit derartiger Codons resultiert entweder in der Bildung eines Fusionsproteins (fails das AUG-Co<;ton, ii;i:i 
selben Leserahmen wie die das Toxin kodierende DNA-Sequenz ist) Oder einer Leserahmenvei^chiebungs- 
Mutation (falls das AUG-Codon nicht im selben Leserahmen wie die das Toxin kodierende DNA-Sequenz 
ist). - 

Die ein erfindungsgemasses Toxin kodierende Sequenz und ein funktionstQchtig damit verknOpfter 

40 Promoter kdnnen ais ein nicht-replizierendes DNA- (oder RNA-)MolekUl. das entweder ein Itneares MoleH8l 
Oder, bevorzugter, ein ringgeschlossenes MolekQI sein kann, in eine prokaryotische oder eukaryoQs^ 
Empfangerzelie eingefuhrt wenjen. Da derartige MolekQIe nicht zur autonomen Repllkatlon flhig. sind, kaiin 
die Expression des Toxins durch die vorQbergehende Expression der eingefuhrten Sequenz :^<Hgeh. 
Alternativ dazu kann eine dauemde Expression durch die Integration der EingefQhrten Sequenz iiini^j^s 

45 WIrtschromosom erfolgen. 

Em weiterer erfindungsgemMsser Gegenstand betrifft Vektoren. die fShig sind, die gewOnschten Qense- 
quenzen In das Chromosom der Wlrtszelle einzubauen. Zelien, bei denen die eingefOhrte DNA stabll in das 
Chromosom eingebaut ist, konnen dadurch selektioniert werden, dass ein Marker oder mehrere Market' 
ebenfalls eingefUhrt wird/werden. der/die die Selektion von Wirtszeilen, die den Expressionsvektor enthalten. 

50 eriaubt/erlauben. Der Marker kann einen auxotrophen Wirt prototroph machen oder kann eine Resistehz 
gegenOber Biozlden, beispielsweise Antibiotika. oder Schwermetallen. wie Kupfer usw., vertelhen^ Der 
selektierbare Marker kann entweder direkt mit den zu exprimierenden DNA-Sequenzen verknUpft 8$in Oder 
er wird durch Ko-Transfektion In dieselbe Zelle eingefQhrt. ZusMtzllche Elemente werden eventuell flir ©ine 
optimaie Synthese einer Einzelstrang-mRNA bendtigt. Diese Elemente sind beispielsweise Splicei-Slgn,ale 

55 sowie Promotoren, VerstSrker und Terminationsslgnale der Transkription. cDNA-Expressfonsvektoren. die 
solche Elemente enthalten. sind beispielsweise die von Qkayama und Berg (1983) beschriebenen, v . 

Vorteiihaftenweise ist die eingefUhrte Sequenz in einem Ptasmid- Oder Vinis-Vektor eingebaut. der. 2ur 
autonomen Repltkation in der Empmngenwlrtszelle fShig ist Eine VIelfalt von Vektoren ist fOr diesen Zweek 
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geeignet. Wichtige Faktoren bei der Auswahl eines bestimmten Plasmid- Oder Virus-Vektors sind beispiels- 
weise: die Einfachheit, mit der EmpfSngerzellen. die den Vektor enthalten. erkannt und von den EmpfSnger- 
zellen. die den Vektor nicht enthalten, unterschieden werden kSnnen; die Anzahl von Vektorkopien, die in 
elner bestimmten Wirtiszelle gewGnscht werden; und ob es wQnschenswert 1st. den Vektor zwischen 
Wirtszellen verschledener Spezies hin und her benutzen (shuttle) zu kSnnen. Bevorzugte prokaryotische 
Vektoren sind beispielsweise Plasmide, wie diejenigen, die zur Replikation In E, coil fShig sInd 
(beisplelswelse pBR322. C0IEI; pSClOI. pACYC 184. ,rVX). Derartige Plasmide sind beispielsweise In 
Maniatis et al. (1982) verdffentlicht. fiac/V/ws-Plasmlde sind beispielsweise pCl94, pC221, pT127 usw.. 
Derartige Plasmide sind in Gryczan (1982) verSffentllcht. Geeignete Sfrepfomyces-Plasmide sind beispiels- 
weise plJIOI (Kendall und Cohen, 1987) und Sfrepf o/nyces-Bakteriophagen wie <^2C31 (Chater et al.. 
1986). Obersichtsartlkel Ober Pseucfomonas-Plasmide erschienen von John und Twitty (1986) und Izaki 
(1978). 

Bevorzugte eukaryotische Plasmide sind beispielsweise BPV, Vaccinia. SV40, 2-M.-Zirkel und andere 
sowie deren Derivate. Derartige Plasmide sind dem Fachmann wohlbekannt (Botstein et al., 1982: Broach. 
1981 und 1982; Bollon und Stauver. 1980; Maniatis, 1980). 

Wenn der Vektor Oder die DNA-Sequenz, der/die das Konstrukt/dfe Konstrukte enthalt, fur die Expres- 
sion vorbereltet Ist. kann das DNA-Konstrukt/konnen die DNA-Konstrukte auf eine Vielzahl von Wegen In die 
geelgneten* Wirtszellen eingefOhrt werden: Transformation. Transfektlon. Konjugatlon, Protoplasten-Fusion, 
Elektroporation. Calciumphosphat-Prazipltatlon, direkte Mikroinjektion. etc., Nach der ElnfQhrung des Vek- 
tors werden die Empfangerzellen in einem selektiven Medium, das das Wachstum der Vektorenthaltenden ' 
Zellen begOnstigt kultiviert. Die Expression der klonierten Qensequenz/-en zeigt sich In der Produktion des 
Toxins Oder in der Produktion eines Fragmentes dieses Toxins. Dieses kann in den transfonmierten Zellen 
selbst stattfinden oder der Induktion dieser Zellen zur Differenzierung (beispielsweise durch die Verabrei- 
chung von Bromdesoxyuracil an Neuroblastoma-Zellen Oder dergleichen) folgen. 

Das exprimierte Protein wlrd gemass herkommlicher Verfahren, wie Extraktion, PrSzlpitation, Chromato* 
graphle, AfffinitStschromatographie. Elektrophorese und dergleichen, isoliert und gereinlgt. 



V. Verwendung der selektiv auf Insekten wirkenden Toxine. um Pflanzen genetisch zu verSndem 

Die erflndungsgemSssen Gene der selektiv auf insekten wirkenden Toxine kSnnen in eine .Pflan?^ 
eingefOhrt und dort zur Expression gebracht werden. Die Folge sind Toxine in der Pflanzenzelle, was -z^r ^ 
Resistenz bzw. Toleranz der Pflanze gegenuber Insekten fOhrt und als MIttel zur BekSmpfung , von^ 
phytopathogenen Insekten genutzt werden kann. Auf diese Weise ist es mogllch, Pflanzen herzustelleci die 
gegenUber Insekten resistenter bzw, toleranter sind. So ist ein welterer Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung die Benutzung des Toxin-Gens zur Transformation von Pflanzen, um die Resistenz bzw. Toleranz 
der Pflanzen gegenUber Insekten zu erhdhen. 

Die kodierende Region des erfindungsgemassen Toxin-Gens kann sowoh! die gesamte Unge als auch 
eine teilweise aktive Unge des Gens sein, Es ist jedoch erforderllch, dass die Gen-Sequenz. die das Toxin 
kodlert. das Toxin als funktionelles Toxin in der resultierenden Pflanzenzelle exprimiert und produziert 

Sowohl von ONA als auch von cDNA abstammende DNA sowie synthetlsche DNA kfinnen erfindungs-- 
gemSss venwendet werden. wenn sie ein erfindungsgemasses Toxin-Qen kodieren. Desweiteren kann ein 
seiches Gen teilweise aus einem cDNA-Won, teilweise aus einem genomischen Klon und teilweise "aus 
einem synthetischen Gen sowie verschiedenen Komblnationen davon konstrulert sein. Ausserdem k^nn di^e . 
DNA, die das Toxrn-Gen kodlert, Gensequenzen aus verschiedenen Spezies enthalten. .. . 1 r 

Es glbt eine Vielzahl von GegenstSnden, die das voriiegende Erfindungskonzept einschllesst. So betriifft 
ein welterer Gegenstand dieser Erfindung, das selektiv auf Insekten wirkende Neurotoxin mit einem andoran 
Stoff Oder anderen Stoffen zu kombinieren. um unenvartete, beispielsweise synergistische Eigenschaften zu 
Tage treten zu lessen. Drese anderen Stoffe sind beispielsweise Protelnase-lnhlbitoren. die fUr Insekten 
toxisch sind, wenn sie oral aufgenommen werden. Andere Stoffe, die in Verblndung mit dem selektiv auf 
Insekten wirkenden Toxin venwendet werden konnen, um eine Pfianze genetisch zu verSndern, um ihr eine 
Toleranz gegenOber Insekten zu verfeihen. sind beispielsweise Polypeptide von Bacillus thuringlensls. Das 
B. thuringlensts-Protem verursacht VerSnderungen in der Kalium-Penmeabilitat der Zellmembranen im 
Darm von Insekten (Sacchi et al.. 1986) und es wird postuliert. dass es kleine Poren in der Membran 
verursacht (Knowles und Ellar, 1987). Andere Poren-erzeugenden Proteine kSnnen ebenfalls in Kombination 
mit den Toxinen venwendet werden. Beispiele derartiger Poren-erzeugender Proteine sind die Magainine 
(Zasioff. 19S7), die Cecropine (Hultmark et al.. 1982). die Attaclne (Hultmark et al.. 1983). MelMn^ 
Gramicidin 8 (Katsu et al.. 1988). Proteine des l^trium-ICanals und synthetlsche Fragmente (Oiki'et ai; 
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1988), das or-ToxIn von Staphylococcus aureus (Tobkes et al., 1985), Apolipoproteine und dereri Fragmen- 
te (Knott et al.. 1985; Nakagawa et ai., 1985), Aiamethictn und eine Vielzahl synthetischer amphipathischer 
Peptide (siehe den Ubersichtsartikel von Kaiser und Kezdy. 1987). Lektine (Lis und Sharon, 1986), die sich 
an Zellnnembranen binden und die Endocytose erhdiien, t>iklen eine weitere Klasse von Proteinen, die in 
5 Konfibination mit selektiv auf Insekten wirkenden Toxinen verwendet werden kQnnen, um Pflanzen zum 
Zwecke der insekten*Resistenz genetisch zu verandern. 

Bn welterer Gegenstand der Erfindung umfasst daher ferner chimfire Gen-Sequenzen bestehertd aus; 

(a) einer ersten Gen-Sequenz, die ein Toxin kodiert, welches durch die Expression des Gens in einer 
vorgegebenen Rlanzenzeile funktionstiichtig im IHinblick auf das Toxin ist. und gegebenenfails einer 

10 zweiten Gen-Sequenz. die ein Polypeptid kodiert. welches nach oraler Aufhahme toxisch fOr Insekten ist; 
und 

(b) einer Oder nnehreren zusMtzllchen Gen-Sequenz/en. die funktionell mit der elnen oder anderen 
Seite der das Toxin kodierenden Region verknGpft ist/sind. Diese zusStztichen Gen-Sequenzen sind 
beispielsweise Promotor- und Terminatorsequenzen. Die Regulationssequenzen k5nnen heterolog oder 

IS homolog zur WirtszeHe sein. 

Bei einem bevorzugten Gegenstand wird ein Pronnotor des Toxin-Gens k>enutzt, um die chimare Gen- 
Sequenz zu exprimieren. Andere Promotoren, die erfindungsgemSss verwendet werden kdnnen, sind 
beispielsweise der nos- und der ocs-Promotor und CaMV-Promotoren. Wirkungsvolle pfianziiche Promoto- 
ren sind Uberproduzierende Promotoren. Die Promotoren sind in funktionstuchtiger VerknUpfung mit der 

20 kodierenden Sequenz fahig, die Expression des besagten Toxins zu fordem, so dass die transfonmierte 
Pflanze eine erhohte Toleranz gegenUber Insektenschadlingen aufweist. Beispiele verwendbarer Qberprodu- 
zierender pfianzlicher Promotoren sind der Promotor des Gens, das die kleine Untereinheit (ss) der 
Ribulose-1,5-blsphosphat-Carboxylase der Sojabohne (Berry-Lowe et al., 1982) kodiert. und der Promoter: 
des Gens, das das Chlorophyll a/b-Bindungsprotein kodiert. Von beiden ist bekannt. dass sie in Pflanzenzel- 

25 len Lichtinduzierbar sind (siehe beispielsweise Cashmore, 1983; Corruzl et al., 1983; und OunsmuirBt al.; 
1983). .>vn^ v 

Ein welterer bevorzugter Gegenstand vorliegender Erfindung ist die Expression der chimSren Gense- 
quenz in Pflanzen. bei der das Toxin-Gen funktionsfMhig im konrekten Leseraster mit einem 'pflanzlichei) 
Promotor und mit einer Sekretionsslgnalsequenz verknUpft ist. . c 

30 Die chimare Gen-Sequenz. die das funktionstUchtig mit einem pfianzlichen Promotor verknQpfte Toxin- 
Gen enthalt, und vorteilhafterweise mit Sekretionssignaisequenzen versehen ist, kann mit einem geeigneten 
Klonierungsvektor verknQpft sein. Es lessen sich Plasmid- Oder Virus- (Bakteriophagen)Vektoren verwenden, 
die Replikations- und Kontroltsequenzen enthalten. die aus Spezies stammen, die mit der Wirtszelle . 
vertraglich sind. Der Klonierungsvektor tragt typlschen^eise einen Startpunkt fUr die RepOkadpa. und 

36 spezifische Gene, die fahig sind, in transformierten Wirtszellen fQr phSnotypische Selektion$mar)(er>'^ 
sorgen, Qblicherwetse Resistenz gegenOber Antiblotika. Transfonmierende Vektoren kdnnen nach der 
Transfomnation einer WIrtszelle an Hand dieser phMnotypischen Marker herausgefunden werden; ^r . ; 

Wirtszellen, die erfindungsgemSss verwendet werden konnen, sind beispielsweise Prokarypten. ^^eln- - 
schliesslich bakterielle N/Virte wie E coii, S, typhimurium und Serratia marcescens. Eukaryotische 

40 Wirtszellen wie Hefen oder Fadenpiize kOnnen ebenfalls in dieser Erfindung verwendet werden. 

Der Klonierungsvektor und die mit dem Vektor transformierte WirtszeHe werden erfindungsgemSss 
Qblicherweise dazu verwendet, um die Kopienzahl des Vektors zu erhohen. Als Folge eirier erh6hten 
Kopienzahl konnen besagte Vektoren isoliert werden und beispielsweise dazu benutzt werden, die chimSren 
Gen-Sequenzen in Pflanzen- Oder andere Wirtszellen einzufUhren. . / :^"r 

45 Pflanzengewebe wird mit einem der oben beschriebenen Vektoren durch ein etabliertes Verfahr^ 
transformiert. Derartige. zum Transfer von DNA in Pflanzenzellen ven«fendete Verfahren sind der. F^hw^ 
bekannt. Beispiele hierfOr sind die direkte Infektion oder die Kokultivierung von Pflanzen. Pflanzengewebe 
Oder -zellen mit A tumefaciens (Horsch et a!., 1985; Marton, 1984), der direkte Gentransfer exogenerJEH^ 
in Protoplasten (Paszkowski et at., 1984, EP 129.888. EP 164.575. Shillito et al.. 1985. Potrykus et al. 4985; 

50 L6rz et al., 1985, Fromm et al., 1985 und 1986. GB 2.140.822 und Negrutiu et al.. 1987). die Inkub^iin 
Gegenwart von PEG (Negrutiu et al., 1987), die Mikrotnjektlon (Reich et al.. 1986a und 1986b) sowte der 
Beschuss mit MIkroprojektilen (Kleiri et al., 1987). 

Ein erfindungsgemasses Verfahren, das Toxin-Gen in Pflanzenzellen einzufOhren, ist. eine Pflanzenzelle 
mit Agrobacterium tumefaciens, das mit dem Toxin-Gen transfonmlert wurde. zu infizleren. Unter geeigr^ 

55 ten. dem Fachmann bekannten Bedlngungen werden die transformierten Pflanzenzellen kultiviert,.damit.j6ie 
Sprosse und Wurzein bllden und sich letztlich zu transformierten. vermehrungsfShigen Pflanzen entwickeln. 
Die Gen-Sequenzen fQr das Toxin kdnnen In geeignete Pflanzenzellen beispielsweise mittels des-Ti- 
Plasmids von A. tumefaciens eingefOhrt werden. Das Tl-Plasmid wird bei der Infeictlon mit A tumafacie^ 
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in Pflanzenzellen Qbertragen und stabil In das pflanzllche Genom Integriert (Horsch et al., 1984; Fraley et 
al.. 1983). 

Tl-Plasmide enthalten zwei fOr die Produktion transformlerter Zellen wichtige Regionen. Die eine von 
ihnen, Transfer-DNA (T-DNA) genannt, Induaert die Tumor-Biidung. Die andere. virulente Region genannt 

5 ist wichtig fUr die Bildung, aber nicht die Aufrechterhaltung von Tumoren. Die T-DNA-Reglon. die in das 
pflanzllche Genom Ubertragt. kann durch die ElnfOgung der Gen-Sequenz eines Enzyms vergr5ssert 
werden, ohne llire Obertragungsfahigkeit zu beeinflussen. Durch die Entfernung der Tumor-verursachenden 
Gene, so dass sie nicht langer storen konnen, kann das verSnderte Ti-Plasmid anschliessend als Vektor fUr 
den Transfer der erfindungsgemSssen Gen-Konstrukte in eine geeignete Pflanzenzelle benutzt werden. 

10 Alle Pflanzenzellen. die mit Agrobacterlum transformlert, und alie ausgewachsenen Pflanzen, die aus 
den transformlerten Zellen regeneriert werden konnen, kCnnen ebenfalls erfindungsgemass transformlert 
werden. urn so transformierte ausgewachsene Pflanzen zu produzieren, die das transferierte Toxin-Gen 
enthalten. 

Momentan gibt es insbesondere folgende zwei Wege. urn Pflanzenzellen mit Agrobacterium zu 
75 transformieren: 

(1) Kokultivierung von Agrobacterium mit kultivierten Isolierten Protoplasten: Oder 

(2) Transformation von Zellen Oder Geweben mit Agrobacterium. 

Verfahren (1) erfordert ein etabliertes Kultivlerungssystem. das die Kultivierung von Protoplasten und 
die Regenerierung von Pflanzen aus kultivierten Protoplasten eriaubt. 
20 Verfahren (2) erfordert. dass (a) die Pflanzenzellen Oder Gewebe durch Agrobacterium transfomnlert 
werden konnen und (b) In den transfonmlerten Zellen oder Geweben die Regenerierung in ausgewachsene 
Pflanzen induziert werden kann. Um im binaren System eine Infektlon zu erzlelen, werden zwei Plasmide 
benQtigt ein T-DNA-enthaltendes Plasmid und ein v/r-Plasmid. 

Ein weiterer erfindungsgemasser Gegenstand Ist. das Toxin-Gen durch Elektroporatlon in die Pflanzen- 
25 zellen einzufUhren (Fromm et al., 1985). Bel dieser Technik werden RIanzen-Protoplasten In Gegenwart von 
Plasmiden, die das Toxin-Genkonstrukt enthalten. elektroporiert. Elektrische Impulse hoher Feldstarke 
pemneabiiisieren reverslbel Biomembranen und eriauben somit die EInfOhrung der Plasmide. Elektroporierte 
Pflanzen-Protoplasten bliden neue ZellwMnde. teilen sich und bilden pflanziichen Kallus. Die Selektion der 
transformlerten Pflanzenzellen, die das Toxin exprimieren, kann mit den phSnotypischen Markem erfolgen, 
30 wie es oben beschrieben ist. 

Die exogene DNA kann in jeder Form zu den Protoplasten hinzugefiigt werden. beispielswe'Hse als 
nackte lineare. zirkuiare oder supersplrallslerte DNA, DNA. eingeschlossen In Uposomen. DNA in SphMro* 
plasten, DNA in anderen PflanzenprotopJasten, DNA komplexiert mit Salzen, und derglelchen. 

Das genetische Material kann auch in die Pflanzenzelle transferiert werden. indem PEG verwendet wird. 
35 das einen Prazipitationskomplex mit dem genetlschen Material bildet, der von der Zelle aufgenommen,wird 
(Paszkowski et al., 1984). 

DNA kann auch In Pflanzenzellen transferiert werden, Indem sie direkt in Isplierte Protoplasten,. 
kultivierte Zellen und Gewebe (Reich et al., 1986 a und b) sowie In meristematische Gewebe von 
Keimllngen und Pflanzen (de la Pena et al.. 1987. Graves und QokJman. 1986. Hooykaas-Van Slogteren et 
40 al., 1984 und Grimsley et al.. 1987 und 1988) mikrolnjiziert wird. Transgene Pflanzen und deren Nachkom- 
menschaft werden durch der Fachwelt bekannte Verfahren erhalten. 

Bn anderes Verfahren, fremde DNA-Sequenzen in Pflanzenzellen einzufUhren, umfasst das Anheften 
besagter DNA an Partikel, die anschliessend den Pflanzenzellen mit Hilfe eines Apparates, wIe er von-Klelri 
et al. (1988) beschrieben wird, eingeschossen werden. Jedes pflanzllche Gewebe oder pflanzliche Organ 
46 kann als Ziel dieser Prozedur venwendet werden, einschliessllch. aber nicht darauf beschr§nkt. Embryonen. . 
apikale und andere Meristeme, Knospen, somatische und sexuelle Gewebe in vivo und in vitro. Transgene 
Zellen und Kallus werden gemass etablierter Verfahren ausgewShit. In getroffenen Geweben wird die 
Bildung somatischer Embryonen und die Regenerierung von Sprossen induziert, um transgene Pflanzen 
gemMss etablierter Verfahren zu erhalten. Die geeigneten Verfahren kdnnen entsprechend der verwendet^ 
50 Pflanzenart gewShtt werden. 

Die regenerierte Pflanze kann hinsichtllch der eingebauten fremden DNA chimSr seln. Wenn die Zellen,' 
die die fremde DNA enthalten. sich entweder in MIkro- Oder Makrosporen entwickein, wird die integrierte 
fremde DNA der sexuellen Nachkommenschaft vererbt werden. Wenn die Zellen, die die frenruie .DNA 
enthalten, somatische Zellen der Pflanze sind, werden nicht-chimSre transgene Pflanzen durch konventlp- 
^ 65 nolle Verfahren der vegetativen Vermehrung entweder In vivo. d.h. aus Knospen oder Stengelabschnitten. 
Oder in vitro gemass etablierter der Fachwelt bekannter Verfahren hergestellt. Solche Verfahren k5nnen 
entsprechend der verwendeten Pflanzenart gewShIt werden. 

Nach der Transformation der Pflanzenzelle oder der Pflanze k5nnen diejenigen Pflanzenzellen oder 
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Pflanzen, die so transformiert wurden. dass das Enzym exprlmiert wird, durch einen geeignetan phSnotypi- 
schen Marker seiektioniert werden. Diese phMnotypischen Marker sfnd belspielsweise Antibiotika-Resistenz. 
Es gibt andere phSnotypische Marker, die der Fachwelt bekannt sind und ebenfalls erfindungsgemMss 
benutzt werden kdnnen. 

5 Auf Qrund der Vieizahl an unterschiedlichen Transformationsverfahren kcJrinen im Prinzfp alle Pflanzer)- 
typen so transformiert werden, dass sie ein erfindungsgemsisses Toxin exprimieren und dadurch resfstent 
gegen Insekten werden. Bevorzugt sind Im vorliegenden Fall jedoch Verfahren, die auf der Transfdrmatfon 
mit Agrobacterium, insbesondere aber auf direktem Gentransfer beruhen, Belm direkten Gentransfer 
stehen die Verfahren im Vordergrund, bei denen Protoplasten transformiert werden. 

10 Alle Pflanzen, die regenerlerbare Protoplasten Ilefem, kSnnen erflndungsgemSss transformiert werden, 
so dass ausgewachsene transgene Pflanzen gewonnen werden k6nnen, die das transferierte Toxin-Gen 
enthalten und gegen Insekten tolerant bzw. reslstent sind. Geelgnete Pflanzen sind belspielsweise Vertrefer 
von Arten der folgenden Gattungen: 

Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, TrigoneHa, Vigna, atrus, Unum, Geranium, Manihot, 
75 Daucus, Arabldopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus, Lycopersi- 
con, Nicotiana, Soianum, Petunia, Dactylis, Majorana, CIchorlum, Heiianthus, Lactuca, Bromus, Aspara- 
gus, Antirrhinum, Hemerocaiiis, Nemesia, Pelargonium, Panicum, Pennisetum, Ranunculus, Senecio, 
Salpiglossis, Cucumis, Browailia, Glycine, Lollum, Zea, Triticum, Sorglium und Datura. 

Es gibt immer mehr Anhaltspunkte dafUr, dass praktisch alle Pflanzen aus kuttivlerten Zeiten Oder 
20 Geweben regenerlert werden k5nnen. einschllesslich aller Hauptgetretdearten, Zuckenrohr. ZuckerrUbe, 
Baumwolle. Obst- und anderer BSume, HOIsenfrQchte und Gemuse. Bisher ist wenig bekannt. ob alle diese 
Pflanzen mIt Agrobacterium transformiert werden konnen. Arten. die natUrliche pflanzliche Wirte von 
Agrobacterium sind, konnten in vitro transformierbar sein, Einkeimbiattrlge Pflanzen, Insbesondere Getrei- 
de und GrSser, sind keine natOrllchen Wirte von Agrobacterium. Bis kOrzIich sind Versuche, sie mit 
25 Agrobacterium zu transfbnmierten, erfolglos geblleben (Hooykaas-Van Slogteren et al.. 1984). doch ver- 
mehren sich die Anzeichen. dass auch gewisse Monokotyledonen durch Agrobacterium transfatnfert 
werden konnen. Unter Verwendung neuartlger experimenteller Vorgehenswelsen. die nun verfQgbar. sind, 
kSnnen auch Getrelde- und Grasarten transfomiiert werden. , 
Beispiele von Pflanzengattungen, die durch Agrobacterium transformierbar sind, schltessen ipanoea, 
30 Passifiora, Cyclamen, Maius, Prunus, Rosa, Rubus, Popuius, Santalum, Allium, Liiium, Narcissus, Ana- 
nas, Arachis, Pi)aseolus und PIsum ein. - :; : 

Die Regeneriemng von Pflanzen aus kultivierten Protoplasten wird belspielsweise in Evans undr Bravo . 
(1983). Davey (1983). Dale (1983) und Binding (1985) beschrieben. 

Die Regenerierungsverfahren variieren von Pflanzenart zu Pflanzenart. Im allgemeinen wird Jedoch 
36 zuerst eine Suspension transformlerter Protoplasten. die mehrfache Kopien des Toxin-Gens ^enthaiten, 
hergestellt. Anschllessend wird in den Protoplasten-Suspensionen die Blldung von Embryonen bis zurn 
Stadium der Reife und der Keimung als natUrliche Embryonen induziert Die Kulturmedium enthaltep 
gewohnlicherweise verschiedene AminosSuren und Hormone, wie Auxine und Cytokinine. Vortellhafterweise 
werden QlutaminsSure und Prolin dem Medium zugefUgt. speziell bei Arten wie Mais und Alfalfa, .^psse 
40 und Wurzein entwickein sich normalerweise gleichzeitlg. Die wirkungsvotle Regenerierung hdngt \rn0g0^ 
meinen vom Medium, dem Genotyp und der Vorgeschichte der Kultur ab. Wenn diesa cferei Va^fon 
kontrolliert werden, sind solche Regenerlerungen reproduzier- und wiederholbar. ; • rie : - 

Die relfen transgenen Pflanzen, die aus den transfdrmlerten Pflanzenzellen gezogen wurden. werden 
selbstbefruchtet, urn Inzuchtpfianzen zu produzieren. Die inzuchtpflanzen produzieren Samen, der das 
46 fQr das Toxin enthMlt. Diese Samen kdnnen ausgesdt werden. um transgene Pflanzen zu prodgzieren, die 
das Toxin enthalten. 

Die erfindungsgemSssen Inzuchtpflanzen konnen belspielsweise benutzt werden. um gegen Irtsekteo 
tolerante Hybride zu produzieren. In diesem Verfahren wtrd eine gegen Insekten tolerante Inzuchtlinle mit 
einer anderen Inzuchtlinle gekreuzt und so das Hybrid erzeugt. 

50 Aus den regenerlerten RIanzen erhaltene Teile, wie Blumen, Saatgut. Blotter. Zwelge. FrQchte und 
derglelchen sind Bestandtell dieser Erflndung, vorausgesetzt, dass diese Teile die gegen insekten tpi^rofb' 
ten Zeilen enthalten. Die Nachkommenschaft sowie Varianten und Mutantan der regenerlerten Pfian^^ : 
besagter Eigenschaft sind ebenfalls Bestandteil dieser Erflndung. 

Bei diploiden Pflanzen wird typischenAreise ein Eiter mit der Gen-Sequenz fQr das Toxin transfomilert 

ss und der andere Elter Ist ein Wildtyp. Nach Kreuzung der Eltem haben die Hybride der ersten Generation 
(Fi) eine Vertellung von 1/2 Toxin/Wildtyp : 1/2 Toxin/-Wihjtyp. Diese Hybride. der ersten Generation <Fi) 
werden selbstbefruchtet. um Hybride der zweiten Generation (F2) zu produzieren. Die genetische Verteilung 
der F2-Hybride ist 1/4 Toxin/Toxin.: 1/2 Toxin/Wildtyp : 1/4 Wlldtyp/Wildtyp. Die F2-Hybrlde mit der 
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genetischen Ausstattung Toxin/Toxin werden als die gegen Insekten toleranten Pflanzen ausgewihit. 

Der Begriff "Variante" beschreibt hier und im folgenden phSnotypische Anderungen, die stabil und 
vererbbar sind, einschllessllch vererbbarer Variation, die sexuell auf die Nachkommen von Pflanzen 
Qbertragen wird. vorausgesetzt. die Variante ist immer noch eine gegen Insekten tolerante Pftenze. 
6 Ausserdenri beschreibt der Begriff Mutante hIer und Im folgenden eine Variation ats Ergebnis von Umweltbe- 
dingungen, wie Strahlung, oder als Ergebnis genetischer Variation, in der eine Elgenschaft meiotisch. den- 
gut bekannten Vererbungsgesetzen folgend, vermlttelt wird. Die mutierte Pflanze muss jedoch immer noch 
die erflndungsgemasse Toleranz gegenOber Insekten aufweisen. 

10 

\/l Ven>yendung der selektiv auf Insekten wirkenden Toxins, um Insektizlde IVIikroben zu verbessem 

Das selektiv auf Insekten wirkende Toxin allein Oder in Kombinatlon mit Irgendeinem der welter oben 
erwShnten Stoffe kann benutzt werden, um die ToxizitSt insektizider Mikroben zur erhShen. Verschiedene 

75 Baculoviren, einschliesslich derer, die Heliothis virescens (Baumwolleule). Orgyla pseudotsugata - 
(TrSgsplnner der Douglasie). Lymantia dfspar (Grosser Schwammspinner), Autographica caiifomica. 
Neodiprion sertifer (EuropSische Rchtenfllege) und Laspeyresia pm<mella (Apfelwickler) inflzieren. sind 
berelts als Pestlzlde reglstrlert und eingesetzt worden. Die EinfQhrung eines selektiv aus auf Insekten. 
wirkenden Toxins in ihr Genom kQnnte Ihre pestlzlde Wirkung verstSrken. Verfahren, fremde Gene in das 

20 Genom von Baculoviren einzufOhren. sind in US 4.745,051 und EP 175,852 offenbart. EP 225.777 
beschreibt die Produktion eines mikrobiellen Insektlzids, das gegen zwei Insektenarten wirksam ist und auf 
der Konstruktlon eines rekomblnanten Baculovirus, der DNA-Segmente zweier Arten von Nuclear Polyhe- 
drosis (Baculovirus) Virus enthalt, basiert. Verschiedene Plize sind ebenfalls fahig. Insekten zu infizieren. 
Die Einfuhrung des selektiv gegen Insekten wirkenden erfindungsgemassen Toxins in das Genom derartiger 

25 Pilze kann deren insektizlde Wirkung verstarken. Beau varia bassania und S. brongniartii haben einen 
weiten Wirtsbereich und sind ais Kandidaten fDr mikrobielle Pestizide vorgeschlagen worden (slehe den 
Obersichtsartikel von Milter et al., 1983). UnabhMngIg von a thurlnglensls sind andere Bakterien als 
Agentlen zur BekSmpfung von Insekten in Betracht gezogen worden, einschliesslich B. popWiae, <B, 
lentimorbus und B. sphaericus, Ihr Potential als Insektizlde kann dadurch verstSrkt werden. dass ihr^ 

so Wirkung durch den EInbau eines erfindungsgemassen Gens fUr ein selektiv auf Insekten wirkendes Toxlnjn 
ihr Genom erhdht wird. ... , 



VIL Applikation der Toxine als Insektizlde auf Pflanzen 

35 

Die Verleihung einer Insektlzid wirksamen Menge eines Oder mehrerer Toxine kann durch externa 
Verabrelchung erfolgen. DIese Verabreichung des Toxins an die Pflanzen oder Pflanzentelle kann entweder 
direkt oder In die Umgebung der Pflanzen oder Pflanzentelle erfolgen. , 

Das natOrllche Toxin und/oder sein rekombinantes Aquivaient kann auf vielerlei Arten fomiullert und 
40 verabreicht werden. beispielsweise in Pulver- Oder Kristallform, als Suspension, als emulgieite Suspension, 
als Staub. Pellet, in Kornerform, in Kapsein, in Mikrokapseln, als Aerosol, als Ldsung, Gel oder in anderen 
Dlsperslonen. Diese Erfindung betrifft deshalb auch efn MIttel, das ein oder mehrere der besagten Toxine 
zusammen mit Zusatzstoffen enthSIt, zur Verabreichung an Pflanzen. , ^eri 

Die erfindungsgemassen Mittel werden allgemein an Pflanzen oder Pflanzentelle in Qblichen landwiEt? 
45 schafHlchen Formullerungen verabreicht. die eInen oder mehrere landwirtschaftliche Trfigermaterlallen' 
enthalten. Brauchbare landwirtschaftliche Tragennaterialien sind Stoffe. die dazu ven^^endet werden, eine 
Aktivsubstanz in einem Mittel zu I6sen, zu verteilen oder zu verdOnnen, ohne die biologische Wirkung der 
Substanz zu beeintrachtigen. Bn derartiger Tragerstoff hat selbst keinen schadlichen Einfluss auf den 
Boden, die AusrOstung. die Emteerzeugnisse oder das agronomische Umfetd. Das erfindungsgemSsse 
60 Mittel kann entweder eine feste oder flQssige Formuliemng oder eine L5sung sein. Der Stoff kann als 
benetzbares Pulver oder als ein emulgierfahlges Konzentrat formuliert sein. 

ZusMtzIiche Stoffe kdnnen als Hilfsmlttel eingeschlossen sein, das wSren Benetzungs-, Spreitungs-. 
Verteilungs- oder Bindemlttel gemSss gebrSuchlicher landwirtschaftlicher Praktiken. j, 

Ene weitere Gruppe von Hiifsmittein k5nnen VerstSrker der Toxinaktivitat sein. Derartige Verstarlosr 
, 65 k5nnen Lektine. amphlpathische Peptide, amphipathlsche Protelne oder Protease-lnhibttoren sein, 

Formulierungshilfstoffe fOr Insektizide sind dem Fachmann hinlSnglich bekannt. 

Zusammengefasst betrifft die vorllegende Erfindung somit unter anderen folgende bevorzugte AusfQh^ 
rungsformen: 
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En seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin mit nachfolgender AminosSuresequenz: 
VRDAYIAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR. 

.Sne rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz erhSltlich aus Tieren, wobei besagte DNA- 
Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder BmchstOck 
5 davon kodiert. 

Eine rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz. wobei besagte DNA-Sequenz erhSitlich ist aus 
Tieren, vorteilhafterweise aus Arthropoden. vor allem aus Vertretem der Klassen Arachnlda (Spinnentiere) 
Oder Chilopoda (HundertfUssler). insbesondare aus Vertretem der Ordnung Scorpiones sowie der Qattung 
Scolopendra, und ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin kodiert Oder ein funktionsfahiges Derivat 
70 Oder BruchstUck davon, wobei besagte DNA-Sequenz in elner in Pflanzen exprlmierbaren Form vorliegt 

Eine rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz. wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv 
gegen Insekten wirkendes Toxin mit der AmInosSuresequenz: 

KKNGYAVDSS GKAPECLLSN YCNNQCTKVH YADKGYCCLL SCYCFGLNDD KKVi-EISDTR KSYCDTTIIN. 
DQYIRKRDGC KLSCLFGNEG CNKECKSYGG SYGYCWTWGL AGWGEGLPDE KTWKSETNTC G. 
IS DGYIRKKDGC KVSC(V/I)IIGNEG CRKECVAHGG SFGYCWTWGL ACWCENLPDA VTWKSSTNTC G. 
DGYIKRRDQC KVACLIGNEG CDKECKAYGG SYGYCWTWGL AGWCEGLPDD KTWKSETNTC G. 
ALPLSQEYEP CVRPRKCKPG LVCNKQQICV DPK Oder 

VRDAYIAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR Oder 
ein funktionsfahiges -Derivat oder BruchstOck davon kodiert. 
20 EInen Vektor enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren. wobei besagte DNA-Sequenz ein 
seiektiv gegen Insekten wiricendes Toxin oder ein funktionsfMhiges Derivat oder BruchstQck davon kodiert 
und in einer Pflanzen exprimiertjaren Form vorliegt. 

Einen Wirtsorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte DNA- , 
Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfMhiges Derivat Oder Bruc*TStUck 
25 davon kodiert und in einer in Pflanzen exprimlerbaren Form vorliegt. 

Eine transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz erhSltlich aus Tieren, vorteilhafterweise aus 
Arthropoden. vor allem aus Vertretem der Klassen Arachnida (Spinnentiere) oder Chiiopoda - 
(HundertfQssler) insbesondere aus Vertretem der Ordnung Scorpiones sowie der Gattung Spolopendra, 
wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin Oder ein funktionsfahiges Derivat 
30 Oder BruchstOck davon kodiert. 

Eine transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz eriiMltlich aus Tieren, vorteilhafterweise ajs 
Arthropoden, vor allem aus Vertretem der Klassen Arachnlda (Spinnentiere) oder Chilopoda Lr 
(HundertfQssler), insbesondere aus Vertretem der Ordnung Scorpiones sowie der Gattung Scolopendr^!, 
wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionslihiges {>erivm 
35 Oder BruchstOck davon kodiert und stabilln das pfianzllche Genom integriert ist 

Eine transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz erhMltlich aus Tieren, vortellhafterweise^aus 
Arthropoden, vor allem aus Vertretem der Klassen Arachnlda (Spinnentiere) oder Chilopoda - 
(HundertfOssler), insbesondere aus Vertretem der Ordnung Scorpiones sowie dr Gattung Scqlopjendra, 
wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfShtges Derivat 
40 Oder BruchstOck davon kodiert und in exprimlerbarer Form vorliegt. 

Eine transgene Pflanzenzelle, die das von besagter DNA-Sequenz kodierte seiektiv gegen Insekten 
wirkende Toxin oder ein funktionsfShiges Derivat oder BruchstUck davon exprimiert. 

Bne transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut enthaltend eine; DNAr 
Sequenz erhaltlich aus Tieren, vortellhaftenYeise aus Arthropoden. vor allem aus Vertretem der Klassen . 
45 Arachnlda (Spinnentiere) oder Chilopoda (IHundertfOssler), insbesondere aus Vertretem cjer Q^ung 
Scorpiones sowie der Gattung Scolopendra, wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen fiiseklen 
wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat Oder BruchstUck davon kodiert. 

Eine transgene Pfianze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut enthaltend eine PNA^ 
Sequenz erhaltlich aus Tieren, wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes foyin 
50 Oder ein funktionsfMhiges Derivat Oder BruchstOck davon kodiert und stabil In das pflanzliche Genom 
integriert ist , j > 

Eine transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Venmehrungsgut enthaltend eine DNA- 
Sequenz eriiSitiich aus Tieren, wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 
Oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstOck davon kodiert und in exprimiert^er Form voriiegt. 
55 Bne transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut die. das von besagter 
DNA-Sequenz kodierte Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder BnjchstUck davon exprinrtiert 

Bnen transgenen Mikroorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz eriiSltiich aus Tieren. vorteilhaft^?^^ 
se aus Arthropoden. vor allem aus Vertretem der Klassen Arachnlda (Spinnentie>re) oder Chlkfic^:- 



19 



EP 0 374 753 A2 



(HundertfOssler). Insbesondere aus Vertretem der Ordnung Scorplones sowie der Gattung Scoiopendra, 
wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen (nsekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat 
Oder Bruchstack davon kodiert 

Enen transgenen Mikroorganismus enthaitend eine DNA-Sequenz erhMltlich aus Ttereh, wobei besagte 
DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wirkendes Toxin Oder ein funktionsfShiges Derivat Oder Bruch- 
stock davon kodiert und stabil in das Genom integriert 1st. 

Bnen transgenen IVIikroorganismus enthaitend eine DNA-Sequenz erhaitiich aus Tieren. wobei besagte 
DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wiri<endes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat Oder Bruch- 
stock davon kodiert und in exprimieriDarer Form vorliegt. 

Bnen transgenen Mikroorganismus, der das von besagter DNA-Sequenz kodierte Toxin Oder ein 
funktionsfahiges Derivat oder BruchstQck davon exprimiert. 

Bnen AntikSrper gegen ein seiektiv auf insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfMhiges Derivat Oder 
BruchstQck davon, ertialtlich aus Vertretem der Ordnung Scorplones oder der Gattung Scoiopendra. 

Bn insektizides Mittel enthaitend als Wirksubstanz ein aus TIeren erhaltliches, seiektiv gegen Insekten 
wirkendes, vorzugsweise rekombinantes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat Oder BruchstQck davon. 

Bn Verfahren zur Bekampfung von phytopathogenen Insekten. dadurch gekennzeichnet, dass man auf 
das Insekt oder dessen Lebensraum einen transgenen Mikroorganismus enthaitend eine Dl^-Sequenz 
erhaitiich aus Tieren, vorteilhaftenAreise aus Arthropoden, vor allem aus Vertretem der Klassen Arachnida - 
(Spinnentiere) oder Chllopoda (HundertfQssler), insbesondere aus Vertretem der Ordnung Scorpiones 
sowie der Gattung Scolopendra, wobei besagte DNA-Sequenz ein seiektiv gegen Insekten wiri<endes Toxin 
Oder ein funktionsfahiges Derivat Oder BruchstQck davon kodiert, wobei besagte DNA-Sequenz in exprimier- 
barer Form voriiegt und stabil in das Genom Integriert let, oder ein Mittel enthaitend als Wirtcsubstanz ein, 
aus Tieren erhaltliches, seiektiv gegen Insekten wirkendes, vorzugsweise rekombinantes Toxin oder ein 
funktionsMhiges Derivat oder BruchstQck davon, In einer insektizid wirksamen Menge appliziert. 

Bn Verfahren zum Schutz von Kuiturpfianzen vor SchMden durch phytopathogene Insekten, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die Kulturpfianze mit einer rekombinanten DNA transfonmiert. wobei die rekombi- 
nante DNA eine DNA-Sequenz erhSltllch aus Tieren enthSIt, wobei besagte DNA-Sequenz ein seleklhf 
gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktfonsfaliiges Derivat oder BruchstQck davon kodiert, und dass 
welterhin das besagte gegen Insekten wirkende Toxin odor ein funktionsfahiges Derivat Oder BruchstQck 
davon in einer insektizid wirksamen Menge in der Pflanze exprimiert wlrd. 

Zum besseren Verstandnis wird die aligemeine Beschreibung nachfolgend durch nicht-limitierehde 
Beispieie erginzt. 



BEISPIELE 



Beisptel 1: Reinigung, PrimMrstruktur und WIrkungsweise von LqhP35 

Das Rohgift des Skorpions L quinquestrlatus hebraeus wlrd durch elektrisches Melken (ZIotkin und 
Gonjon, 1985) im Feld gesammelter Skorpione und nachfolgende Lyophlllsierung gewonnen. Das erregen- 
de. auf Insekten wirkende Toxin AalT, das aus dem Gift des Skorpions Androctonus australis stammt wlrd 
gemass ZIotkin et ai. (1971a) gereinigt. Das gegenQber Saugetieren wlrksame o-Toxin AaH2 wind von Prof, 
H. Rochat (Fac. Medicine, Biochimie, Marseille, Frankreich) bezogen. 

Die Sarcophaga falculata-latyen (100 bis 130 mg KG) werden im Labor gemSss ZIotkin et al. {1971b) 
gezQchtet. Hemffepfstus spec. (Assein, ten^estrlsche Cnjstaceen)(300 bis 400 mg KG) werden im FeJd 
gesammelt und Albino-Labormause (Variante "Sabra") werden von der Labortierfarm der Hadassah Medical 
School, Jenjsalem. gekauft. ; 

Die Synaptosomen von Heuschrecken und die davon abstammenden Membranvesikel werden aus 
Homogenaten der zerschnlttenen Zentralnervensysteme von Locusta migratoria gemass ZIotkin und 
Gordon (1985) erhalten. 

Die lethalen und tahmenden Wiricungen der toxischen Substanzen werden durch subkutane Injektkmen 
bestimmt Schmeissfliegen-larven werden in etnem Test venvendet, bei dem sich eine neue Symptomatolo* 
gie. ausgedrQckt als eine verzogerte und anhaltende spastlsche LShmung. zeigt, indem ihnen 2 bis 10 
Ul/100 mg KG in die Zwischensegmentmembran eines Abdominalsegments Injiziert wird. Die Bestimmung 
der lahmenden Bnheit (PU) basiert auf der Unbewegllchkeit, die von einer Kontraktion des Tieres beglettet 
ist, 5 Minuten nach der injektion. Assein, denen 1 bis 5 al/300 mg KG zwischen Thorax und Abdomen 
injiziert wlrd. werden fQr die Bestimmung der PU. basierend auf einer kompletten Unbewegllchkeit 5 



20 



EP 0 374 753 A2 



Mfnuten nach der Injektion. benutzt. MSuse werden zur Bestimmung der LDso (Dosis, die fQr 50 % der 
Here lethal ist), die 24 Stunden nach der Injektion bestimmt wird. benutzt. Die Probennahme und die 
Bestimmung der 50 % Endpunkte (PU und LOso-Dosen) baslert auf Reed und Muench (1938). 
Drei verschiedene SMulenchromatographie-Verfahren werden benutzt: 

5 (a) Molekularsiebsaulen mlt Sephadex Q50 Qel (Pharmacia, Schweden) mit denri flQcHtigen 

Ammoniumacetat-Puffer: 1650 A28o-Einheiten L quinquestriatus hebraeus-Giit (entsprechen 2 g Rohgift 
nach wSssriger Extraktion und zweimaliger Sephadex G50 SSulenchromatographie) werden wiederholt auf 
eine Serie von vier Saulen [4x(100x3.2 cm)] aufgetragen, die mit 45 mi/-Stunde 0,1 M Ammoniumacetat- 
Puffer pH 8,5 aquilibriert und eluiert werden (Zlotkin et al, 1971a). Die verschiedenen Fraktionen werden 

10 entsprechend dem Elutionsprofil gesammelt. Die Fraktlon IV (A28o=200 Einheiten) fOhrt zu LShmung und 
Lethalitit bei Schmeissfliegen, Assein und MSusen. 

(b) Kationenaustauschchromatographie Uber Carboxymethylcellulose (CM52, Whatman. England) mit 
Konzentrationsgradienten-Elution mit Ammoniumacetat-Puffer: 23 mg (31,5 A2 bo -Einheiten Fraktion IV. a) 
werden auf eine 10 ml Sauie aufgetragen. die mlt dem Kationenaustauscher CM-Cellulose CM52 (Whatman. 

/5 England) gefUlit und mit 10 mi/Stunde 0.01 M Ammonlumacetat-Puffer pH 6.4 Squlllbriert ist. Der erste 
Elutionsschritt wird unter Glelchgewichtsbedingungen durchgefOhrt und fUhrt zu Fraktionen (a) und (b), die 
bei Sarcpp/>aga-Larven zur LShmung fUhren. Der zweite Elutionsschritt wird mit einem linearen Konzentra- 
tionsgradienten von 0,1 bis 0,5 M durchgefOhrt und fOhrt zu Fraktionen (c), (d) und (e), deren Toxlzitait 
gegenuber Fliegenlarven und MMusen in Tabelie 1 abgelesen werden kann. 

20 (c) HPLC Reverse Phase Chromatographle mit einer TSK-RP-CLS-SSule (LKB. Schweden): Puffer A 

0.1 % TFA. B 0.1 % TFA. Acetonitril: Isopropanol = 1:1. B-Gradient: 0 Zelt 5 %. 15 Minuten 20%, 75 
MInuten 50 %. Durchflussrate 1 ml/Minute. 

Platten-Gelelektrophorese wird In zwei Formen durchgefOhrt: 

(a) SDS-PAGE in Gegenwart von Harnstoff (Swank und Munkres. 1971): Die Auftrennungen werden in 
25 einem kontinuierlichen MInlgel (60x80x1,5 mm) durchgefOhrt. bei einer Polyacrylamid-Konzentratlon von 

12,5 % und in Gegenwart von 8 M Harnstoff, r 

(b) Analytische isoelektrische Fokussierung in Polyacryiamid in Gegenwart von AmphoIlnen/:(LKB5 . 
Technical Bulletin 1 21 7-2001 ME). 

Die Proteinmenge wird gemass Lowry et al. (1951) mit RSA als Vergleich bestimmt. 

30 Das LqhP35-Toxin wird alkyfiert und mit 4-Vlnylpyridin reduziert. indem Proben mit 6 M Quanidin-Hph 1 
M Tris-HCI pH 8,6. 10 mM EDTA und 20 mM Dithiothreitol eine Stunde lang bei 37* C inkubiert werderti 4- 
Vtnylpyrldin (Sigma, USA) wird bis zu einer Endkonzentration von 50 mM hinzugefugt und die InkubatkHi 
wird fUr eine Stunde bei Raumtemperatur fortgesetzt. Das modifizierte Protein wird durch HPLC.Ober eine 
Vydac-C-8- oder Hypersil-ODS-Saule in 0,1 % Isopropanol : Acetonitril = 1:1 entsalzt. Peptide werden 

35 durch Abbau des reduzierten und alkylierten Proteins mlt Asp-N, Lys-C und Trypsin (Boehringer Mannheinv; 
USA) gemSss den vom Hersteller angegebenen Vorschriften erhalten. Peptide weden durch saure Teilh- 
ydrotyse erhalten. Die Peptide werden durch HPLC Uber eine Hypersil-ODS-SSule in 0,1 % TFA getrennt^ 
mit einem Isopropanol : Acetonitril » 1: 1 -Gradienten von 0 bis 60 %. Die AminosMurensequenzanalyse 
wird durch einen automatisierten Edman-Abbau mit einem Applied Biosystems 470A Gasphase Sequ^np^er 

40 (USA) durchgefOhrt. Phenylthiohydantoin-AminosMuren werden mit Hilfe des On-line Applied Biosysierns 
120APTH Analyzers durchgefOhrt. Jede Sequenz wird mit wenigstens zwei getrennten Bestimnrning^ 
bestStigt [Allen. 1981. Inglis, 1980 (Inglis. A. et al., In Birr, C. (Hrsg.) Methods in Peptide ;and Brot^ 
Sequence Analysis, Proc. Int Conf. 3rd.. Elsevier. Amsterdam. 329. 1980)}< FOr Sequenzverglelche s|nd.xiie 
AminosMurensequenzen zur Erreichung maximaler Homologie mit Hilfe der Profilanalyse der Genetics 

45 Computing Group der Universitat von Wisconsin abgeglichen (Devereux et ai.. 1984), Per Anteil der 
Gesamtpositionen, die identische Reste enthalten, wird berechnet. ? i . . 

QemSss Zlotkin und Gordon (1985) werden mit ^^1 markiertes AalT hergestellt und BIndungsstudien 
zur kompetitiven Ersetzbarkelt durchgefOhrt. 

PrSparation eines Insektenaxons. Sogenannte voltage clamp and cun-ent clamp-Experlmente werden mlt 

50 Riesenaxonen durchgefOhrt. die aus den abdominalen Nen^enstrangen der Schabe PeriplBneta,amertomSi 
geschnitten wurden (Pichon und Boistel. 1987). Die normale physiologische Kochsalzldsung hat die 
folgende Zusammensetzung: 200 mM NaCt. 3.1 mM CKl, 5.4 mM CaCl2. 5.0 mM MgCb. Der.pH wird^mit 
einem Phosphat-Carbonat-Puffer (2 mM NaHCOs. 0.1 mM NaH2P04) auf 7.2 gehalten. Current clamp" 
Experimente werden bei 20 bis 22* C. voltage clamp-Experimente bei 12t 0,5* C durchgefOhrt 

55 4-AP (die Konzentrationen werden im Text angegeben) wird verwendet um selekth/ den Kajiumstnom zu 
blocMeren (Pelhate und Pichon. 1974). und synthetisches STX (2 x 10'^ M) wtrd fOr die seleltfiva, 
reversible Blockage der NatriumstrOme verwendet (Sattelle et al.. 1979). Die gereinigten Skorpiontojdne 
werden in Gegenwart von RSA (Fraktion V, Amiour Co.. USA) im VerhSltnis 1 : 10 (w/v) lyophilislert ^, : 
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PrSparatlon einer einzelnen Skelettmuskelfaser aus Saugeteren. Voltage clamp-Experimerrte und Cur- 
rent clamp-Experimente werden bei Raumtemperatur (18 bis 22*C) an einzelnen Muskelfasem durchge- 
fUhrt, die aus dem sogenannten slow twitch-Soleus-Muskel der Ratte Rattus norveglcus isofiert wurda 
(Duval und Lioty, 1978). Die normale physiologlsche Kochsalzlosung hat die folgende Zusammensetzung: 
140 mM NaCI, emM KCI. 3mM CaCb. 5.0 mM QIucose. Der pH wird mit 6.5 mM Tris HCI auf 7,3 
eingestellt 10 mM TEA und 2mM 3,4-DAP werden dem Bad hinzugefOgt, urn den Kallumstrom zu 
blockieren. und 1 uM TTX wird verwendet.um den Natriumstrom zu blockieren (Duval und L^oty. 1980). 

B. Isollerung eines Faktors. der eine verzogerte und anhaltende Kontraktion von Schmeissfllegen-Larven 
induziert. 3.7 g lyophllisiertes Rohgift des Skorpions L q. hebraeus wird folgendermassen erhalten: (1) 
wMssrige Extraktion und Lyophilisation; (2) Auftrennung des lyophilisierten wSssrigen Extraktes auf einer 
Sephadex GSO-SSule mit 0,1 M EssigsSure, urn hochmolekulare Mucoproteine zu entfemen; (3) Auftren- 
nung der lyophilisierten toxischen Fraktionen, die durch die obige Sephadex-EssigsSure-SSule erhalten 
wurden, Qber eine Sephadex G50-SSule mit einem 0,1 M Ammoniumacetatpuffer pH 8,5 um niedermoleku- 
lare Pigmente, die nicht aus Protein bestehen. zu entfernen. Die lyophilisierten toxischen Fraktionen, die Im 
oblgen Schritl (3) erhalten wurden, werden durch wiederholte Passagen Qber eine Serie von vier Sephadex 
G50-S§ulen unter den oben genannten Bedingungen getrennt. Dieses Vorgehen resultiert In der Auftren- 
nung von vier Hauptfraktionen (I bis IV). Fraktlon IV (entsprlcht etwa 12 % des geladenen Proteins) induziert 
nach der Injektion In Riegenlarven eine recht ungewShnliche Mischung von Symptomen einschliessllch 
Erschiaffung (typisch fUr die hemmenden auf Insekten wirkenden Toxine) und auch KontraktlvltSt (lypisch 
fOr die enregenden auf Insekten wirkenden Toxine), die jedoch nach einer Verz6gerung auftreten und eine 
verlSngerte Dauer haben. Fraktion IV is auch moderat lethal fOr MSuse (LDso 50ug/20 g KG). Diese 
Lethalltat wird von erregenden Symptomen der Vergiftung begleitet. die typisch fOr die Gifte von Buthinae 
Skorpionen und fOr die von ihnen abgeleiteten. auf Saugetiere wirkenden Toxine sind (Rochat et al., 1979). 

Die Auftrennung der obigen Fraktion IV Qber eine Kationenaustauscher (CM52) SSule erglbt eine Reihe 
von Fraktionen (a bis e). Die Fraktionen a und b induzieren die erschlaffende Lahmund von 
Schmeissfliegen-Larven. die typisch fUr hemmende auf Insekten wir kende Toxine ist (ZIotkIn, 1986). Die 
Fraktionen, c. d und e zeigen jedoch eine ToxizltSt gegen MSuse (Tabelle 1) und eine Ware neue 
Symptomatologie gegen Schmeissfliegen-Larven, die sich im Vorkommen einer verz5gerten und anhalten* 
den (langdauemden) Kontraktlonsiahmung ausdrOckt. Wie In Tabelle 1 gezeigt, zeigen die Fraktionen c. ^d 
und e verschiedene Grade der obigen verzogert-anhaltenden Kontraktlonsiahmung und i.ethalitSt fOr 
MSuse. Fraktion d. die die hochste ToxizitSt gegen Schmeissfllegen und die niedrlgste ToxizitSt gegen 
MMuse hat, wird waiter gerelnigt. 

Tabelle 1 



Toxizitat der Fraktionen c. d und e [CM52-Chromatographle] gegen 
Schmeissfliegen-Larven und Mause 


Test 


Fraktion 


c 


d 


e 


Schmeissfliegen-Larven PUso* (ug/lOO mg KG) 
Maus-Lethalitat LDso^ 


0,054 
12.0 


0.028 
120.0 


0.7 
25.0 



«Eine 5 Minuten nach der Injektion unbewegllche und kontrahierte Lan^e wird als positive 
Antwort angesehen. 

^Dle Letiialitat wird nach 24 Stunden bestimmt. Die LDso der Fraktion IV fOr Mduse 
entspricht 40 w.g/20 g KG. . j • 



Die endgUltige Reinigung des neuen. Schmeissfliegen-Larven beeintrachtigenden Faktors wird durch 
einen zusatzlichen Chromatographle-Schritt Qber eine Reverse Phase Saule in einem HPLCHSystejn 
enrelcht Das endgUltige Produkl wird als LqhP35-Toxin bezeichnet (Lqh bezeichnet den Skorpion. P cfie 
LShmung und 35 entspricht der Auftrennungs-Zelt auf der HPLOSaule). Das resultierende Produkt enMIt 
etwa 30 % des Proteingehalts der CM52-Fraktion "d" und etwa 60 % von deren Aktivitat. gegen 
Schmeissfliegen-Larven. Seine Reinheit und Eigenschaften werden mit SDS-PAGE (zeigt ein MG von etwja 
5 kD) und durch analytische Isoelektrische Fokussierung (zeigt einen pi von etwa pH 9.0) QberprOfL 

C. Bestimmung der PrlmMrstruktur des LqhP35-Toxlns. LqhP35 ist eIn einfachkettiges, aus 64 Amino- 
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sauron bestehendes Protein mit einem MG von etwa 7 kD (MQ = 7255). das typisch fOr verschledens 
Toxine aus Skorpiongift 1st (Possani. 1984). Die vorllegende MG-Bestlmmung stimmt im wesentlichen mit 
der obigen SDS-PAGE Qberein, die nur un gefahre Daten mit einer ennrarteten Ungenauigkeit von 
wenigstens 20 % erglbt (Swank und Munkres. 1971). Der hohe isoelektrische Punkt (pi), der durch 

5 anaJytische isoelektrische Fokussierung erhalten wird. stimmt im wesentlichen mit der Sequenzanalyse 
Qberein, die einen Oberschuss von positiv geladenen Bestandteilen gegenUber den negativ geladenen, 
einschliessllch dem Vorkommen von drei Argininen (pK = 12,48) offenbart. Die hydrophoben AmInosSuren, 
die ein Drittel der Bestandteile ausmachen, sind gleichmSssig Uber die l^nge des Molekuls verteiit. Es wird 
angenommen, dass die acht Cysteine vier DisulphidbrQcken bilden. Diese Annahme wird indirekt durch den 

TO pl-Wert (pH 9,0 bis 9,2) des LqhP35-Toxins angezeigt. Bei dem obigen pH-Wert wOrden die Sulfhydrylgrup- 
pen. wenn sie frel wMren, negative Ladungen beitragen, die auf ihre ionisierung zurOckzufUhren sind, und so 
den pl-Wert emiedrigen. Das Vorkommen eines Cystein-Arginins am C-Tenfntnus wie beim LqhP35-Toxin 
1st bereits beim gegen Saugetiere wirkenden LqqiV crToxin aus dem Gift des venvandten Skorpions L q. 
quinquestriatus gezeigt worden (Possani, 1984). 

;5 D. Bioiogische Aktivlt^t des LqhP35-Toxins. Symptomatologie. Im Gegensatz zu den erregenden auf . 
Insekten wirkenden Toxinen. die eine sofortige und vorQbergehende KontraktionslShmung von 
Schmeissfliegen-Larven bewirken. induziert das LqhP35-Toxin eine verz5gerte und anhaltende Kontraktions- 
IShmung. 

ToxizitMt. Die lahmende und lethale Kraft des LqhP35-Toxins gegenUber Arthropoden und Mausen ist in 
20 Tabelle 2 dargestellt. 

Tabelie 2 



25 


Toxische AktivltSt des LqhP35-Toxlns 


Testtier 


Wirkung 


EDso-Wert . 




Schmeissfliegen-Larve 


verzogerte anhaltende KontraktionslMhmung (PU) 


14ng/100mgKG 




Asseln 


Uihmung innerhalb von 5 l\Ainuten (PU) 


20ng/100mgKG 


30 


Maus 


Lethaiitat nach 24 Stunden (LD50) 


100ug/20g KG« 



'Etwa zwei Grdssenordnungen wenlger toxisch ais die gewdhnlichen. auf SMugetiere wirkenden, . 



aus Skorpiongift abgeieiteten Toxine (Rochat et al.. 1979). 



^ Bindungsversuche. 210 ui Reaktionsmlschung enthMIt 1,5 nM AalT, 40 ng Protein in 'Fbw'yon 
synaptosomaien Membranvesikein aus Heuschrecken (ZIotkin und Gordon, 1985) und zunehmende Konzeiv 
trationen der kompetierenden Substanz im Standard-Bindungsmedium [0,15 M Cholinchtorid, 1 rhM MgSOV, 
2 mM CaCb, 0,1 % BSA (ZIotkin und (Bordon, 1985)]. Die Membranen werden 40 Minuten bei 22*% 
inkubiert. Die Trennung zwischen dem freien und dem Membran-gebundenen ^^Sj AalT wird mit einem 

^ raschen RIterverfahren durchgefuhrt (ZIotkin und Gordon, 1985). Die Bindung des markierton Toxins, 
gemessen in Gegenwart eines grossen Oberschusses an nicht-marklertem Toxin (1 uM) wird ais unspezifir 
sche Bindung definiert. ^ ' 

Im Gegensatz zu den eregenden (ZIotkin et al., 1985, Gordon et al., 1984) und den hemmenden 
(LqqlT2, ZIotkin et al., 1985) Toxinen ist das LqhP35-Toxin unfShig. das AalT-Toxin In ' elhem 

^ synaptosomaien Heuschrecken-PrSparat zu verdrangen. Dies kann anzeigen, dass das ljqhP35-Toxih / 
bestimmte BIndungssteilen hat, die sich von denen der obigen enregenden und hemmenden, gegen ^ 
Insekten wirksamen Toxine unterscheiden. 

Elektrophysiofogische Studien. Das LqhP35>Toxin wird unter current and voltage clamp-Bedingungen an 
zwei verschiedenen PrMparaten einer erregbaren Membran untersucht: am isolierten Riesenaxon von 

^ Periplaneta americana und an der isolierten Skelettmuskelfaser der Ratte. Die Wirkung des LqhP35-Toxins 
auf die Aktionspotentiate des Schaben-Axons wird bestimmt. indem Aktionspotentiale In Anwesenhf it des 
Toxins durch einen kurzen (0.5 msec) depolarislerenden Strom von 10 nA hervorgerufen .werden. Die 
Wirkung des LqhP35-Toxjns auf den Na*-Strom des Schaben-Axons wird in einem sogenannten voltage 
clamp-Experiment in Gegenwart von 2 x 10"* M 3.4-DAP bestimmt. Die Wirkung des LqhP35-Toxins auf 

^ die Aktionspotentiale der isolierten Skelettmuskelfaser der Ratte wird bestimmt, indem Aktionspotentiaie in 
normater Rlnger-L($sung und nach extemer Verabreichung des Toxins verglichen werden. Die Wirkung von 
LqhP35 auf lonenstrQme der isolierten Skelettmuskelfaser der Ratte wird bestimmt indem das Mernbranpo- 
tential auf bestimmten Werten festgehalten wird (voltage clamp-Experiment)(schrittweise Depolarisierung 
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von einem Ruhepotentfal von -90 mV bis -40 mV). 

In beiden PrSparaten induziert das Toxrn im wesentlichen denselben Effekt. die VeriSngerung des 
induzierten Aktionspotentlals. die auf die offensichtllche Hemmung der Natrium-lnaktiviening zurQclczufOhrBn 
ist. Das Toxin beeintrachtigt Oder verSndert nicht (a) die Amplitude des Aktionspotentlals, (b) die H6he des 
5 Ruhepotentlals der Membran und (c) die Kalium-Leitfahigkeit 

Das LqhP35-Toxin zeigt eine offenslchtllche Vorllebe gegenOber der erregbaren Membran von Insekten. 
wenn seine Aktivitat mit der des wirkungsvoilenvollen. gegen Saugetiere wirksamen Toxins AaH2 vergllchen 
wird, das mit denselben PrSparaten untersucht wird. Unter den vorliegenden current clamp-Bedingungen 
wird die VerlSngerung des Aktionspotentlals durch eine LqhP35 Konzentration verursacht, die etwa zwei 
10 Gr5ssenordnungen niedrlger ist als die, die im Insektenaxon-Praparat fOr das AaH2-Tox!n erforderlich ist 
(Pelhate und ZIotkin, 1981), uhd die wenigstens eine Grossenordnung hoher ist als die fOr AaH2 In der 
Skelettmuskelmembran der Ratte. Im letzteren Fall ist die maximale Oauer des Aktionspotentlals jedoch 
offensrchtlich niedriger fOr das LqhP35-Toxin (10"« M. 2234 t 584 msec, n = 7) als die fOr das AaH2-Toxin 
(10-^ IVI, 700 ± 420 msec, n = 8). 

IS 

Beisplel 2: Gewinnung des HundertfOssler-Giftes 

S. canidens werden in der Umgebung des Toten Meeres und Jerusalems gesammeit. Im Feld 
20 gesammelte Hundertfussler werden separat in LaborbehSltern gehalten, die ein Feuchtigkeit absorbierendes 
Substrat und eine Wasserversorgung enthalten. Die HundertfOssler werden mit lebenden Insekten gefOttert 
(einmal alle zwei Wochen). 

Das Gift wird den HundertfOsslem entnommen. indem sie fblgendermassen gemolken werden: die Basis 
der Glft"zainne" wird elektrisch stimuliert und das Gift wird In KapillarrOhrchen aus Plastik gesammeit. die 
25 test and den Spitzen der Gift"zahne" befestlgt wurden. 

Tabelle 3 zeigt die Korperlange der l-iundertfussler, das Volumen des pro Melkvorganges gewonnen 
Giftes und die Protelnkonzentration des Isolierten Giftes. 

Tabelle 3 

30 



Volumen und Proteingehalt des HundertfQssler-Giftes 


HundertfOssler 


KSrperlSnge 


Giftvoiumen pro 
Melkvorgang 


Proteingehalt^ 


(cm) 


(ul) 


(ug/ul) 


5. canidens 


6 bis 8 


0.29.0.2 bis 0,4 


210 


(Totes Meer) 




(5) 




S. canidens 


11 bis 14 


4,33.3,7 bis 50 


190 


(Jerusalem) 




(3) 





®gemMss Lowry et al, (1951) 



Beisplel 3: StabilitSt des & canidens Giftes 

Das IHundertfOssIergift von S. canidens aus der Umgebung des Toten Meeres wird wie oben beschrle- 
50 ben isoiiert und auf seine StabilitMt be! Lagerung bei Zimmertemperatur oder nach Lyophilisation getesfst: 
Derselbe Ansatz von 5. canidens (Totes Meer) wie in Beisplel 2 wird venvendet. Die Ergebnisse. dieses 
Experiments sind in Tabelle 4 dargestellt. 
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Tabelle 4 



70 



75 



Stabilitgit des HundertfUsslergtftes (S, canidens aus der Umgebung des 
Toten Meeres) 


Bedingungen^ 


frisch 
gemolkenes 
Gift 


fUnftSgige Lagerung 
bei Raumtemperatur 


TiefkUhlung und 
Lyophilisterung 


Aktivitat** 


2.6 


2.5 


31 



"in alien Behandlungen wird das Gift mit Wasser verdunnt 

^6ie AktivltSt wird als IShmende Elnheit gegenUber Sarcop/raga-Fliegenlarven 

beatimmt, ausgedrQckt in ng Protein (Lowry et al.. 1951)/100 mg K5rpergewicht 
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Beispiel 4: ToxizitSt von Giften verschiedener HunderfOssler der Gattung Scolopendra auf verschiedene 
Tiere 



25 



30 



3S 



40 



46 



50 



55 
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TabeUe 5: Toxizitgt von Giften verschiedener Hunderfilssler der Gattung Scolopendra auf 
verschiedene Tiere 

Hundertfassler S.cingulata S.canidens S.canidens 

(Jerusalem) (Totes Meer) 

Test» (Jig) Oig) (Jig) 



0,005 



Lfihmungvon o,13 0,14 
Sarcophaga- 
Fliegenlarven 

Lethalitatvon 0,075 Q.IO 0.04 

Sarcophaga- 

Fliegenlarven 

Lfihmungvon 8,23 8,82 2,99 

Spodoptera- 

Larven 

Lethalitatvon 8,23 8,82 2,99 

Spodoptera- 

Larven 

Lfihmungvon 0,65 0,64 0,031 

erwachsenen 

Locusta 

LethaUiatvon o,16 0,15 0,043 

erwachsenen 

Locusta 

LD5ovonMfiusen^ 350 245 >1000 



*die Lfihmung wild bestimmt als PUso, ausgedriickt in |ig/100 mg KG, nach 30 sec fUr 
Sarcophaga-Lsirvm und nach 5 Minuten f Or Spodoptera und Locusta. Die LethalitSt wixd 
nach 24 Stunden als lediale Dosis fOr 50 % (LD50) bestimmt, ausgedriickt in |ig/100 mg 
KG. Die Eiprobung (5 oder 7 Tiere pro Dosis) und die Berechnung der Wirkdosen - 50 % 
erfolgt gemfiss Reed und Muench (1938). Das durchschnitdiche KG der verschiedenen 
Tiere isi 130 bis 150 mg fur Sarcophaga-Lzr/tn, 70 bis 400 mg fiir Spodoptera-Laiytn, 
1,3 bis 1,6 g fiir mannliche, erwachsene Locusta und 7 bis 12 g fiir Albinomfiuse* 
^ausgedriickt in (ig/10 g KG. 



Gifte warden von drei Arten HundertfOssler gesammelt S. canidens (Totes Meer). 5. canidens - 
(Jerusalem) und S. cinguiata (gesammett in Obergalilda und auf den Golanh6hen). Die Toxizitat der 
lyophilisierten Gifte fOr drei Insektenarten und fQr MMuse ist in Tabelle 5 dargestellt. Das Gift von S. 
canidens aus der Unr^gebung des Toten Meeres besitzt die hdcliste ToxizitSt fQr Inselden und Ist praktisch 
inaktiv gegenUber MSusen, das Toxin in diesem Gift ist somit seieldiv fQr Inselcten. Die Injeldion von 1 
mg/10 g Maus induziert noch nicht einmal Symptome eIner.Verglftung. 
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Belspiei 5: Reaktlon eines HundertfUsslers auf das Gift eines Tieres derselben Art 



Tabelie 6 

5 



Reaktion eines HundertfOsslers (S. canidens gesammelt in der Umgebung des Totan 
Meeres) auf das Gift eines Tieres dersetben Art 



HundertfUssler 


Gewicht 


injiziertes Gift 


WIrkung 




(mg) 


(ug 


Heuschrecken 


sofort 


nach24 






Protein)* 


IShmende Einheiten'' 




Stunden 


1 


420 


2,2 


25 


kelne 


keine 


2 


460 


7,4 


75 


keine 


keine 


3 


490 


10.5 


100 


keine 


keine 


4 


580 


18.7 


150 


keine 


keine 


5 


580 


18,7 


150 


vorGbergehend^ 










Lahmung 


6 


580 


18.7 


150 


vorObergehend^ 










Tod Lahmung 



^bestimmt nach Lowry et al. (1951) 

^die IMhmende Potenz der Giftprobe von Locusta mfgratoria ist 21.5 ng/lOO mg KG. Die 

Anzahl der Heuschrecken-iShmenden Einheiten entspricfit Heuschrecken mit einem K5r 

ergewicht, das identisch mit dem der entsprechenden HundertfUssier ist 

^die LShmung wird urn die Injektlonsstelle herum lokalisiert und verschwindet nach 20 

Minuten 
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S. canidens aus der Umgebung des Toten Meeres ist resistent gegen Gift von Tieren derselben Art 
und kann einer Giftdosis widerstehen, die wenigstens 150 Heuschrecken vom selben Gewicht lahmen 
k5nnen (Tabelie 6). 
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Beispiel 6: Verlust der Toxizitfit durch Erhitzen 



Die Wirkung von Hitze (80* C, 5 IVlinuten) auf die Stabilitat des Giftes wird mit Sarcop/>dga-Riegenlar- 
ven bestimmt. Wie In Tabelie 7 gezeigt. wird die Toxizitat des HundertfOssler-Giftes durch ^ne Testbe- 
40 handlung zerst5rt, wie es gemass der IMhmenden WIrkung auf Sarcop/}aga-Larven bestlmmt wird. 

Tabelie 7 



45 



50 



55 



Verlust der ToxIzitMt durch Erhitzen^ 


Giftquella 


unbehandelt 2 


erhitzt (80'C. 5min) 




Ul (2 PUso) 


10 m (10 PUso) 


5. canidens 


aktiv 


inaktiv 


(Totes Meer) 






S. canidens 


aktiv 


Inaktiv 


(Jerusalem) 







*die PUso-Werte fOr Sarcop/7aga-Fiiegenlarven sind 5 ng/100 mg KG, 
wenn das Gift von einem HundertfOssler der Umgebung des Toten Meeres, 
und 150 ng/100 mg KG. wenn das Gift von einem HundertfUssler der 
Umgebung von Jerusalem stammt. - " 
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Beisplel 7: Bnfluss proteolytischer Enzyme auf die ToxizitSt von Hunderttassler-Glft fC r SarcophagshLaxvBn 

Die Toxizltat von HundertfOssler-Qift wird durch gew6hnlich8 proteolytische Enzymprfiparat© zeretort 
(Tabelle 8). Trypsin stellt sich als wirksamer heraus als Pronase. Dieses Ergebnis zelgt, dass das 
5 HundertfUssler-Toxin ein Protein 1st 





Tabelle 8 






TO 


Einfluss von Trypsin und Pronase E (Sigma USA) in 
einem Enzym/Substrat-VerhSltnis von 5% auf die 
Toxizitat des GIftes von S. canidens (Jerusalem) auf 
Sarcop/)aga-Larven 


75 


Behandlung 


Inkubationsdauer 
(Stunden) 






1 


5 


20 


ohne Protease. 2 PUso injiziert 
Trypsin und 10 PU50 injiziert 
Pronase E und 10 PU50 injiziert 
Trypsin injiziert 
Pronase E Injiziert 


+ 
+ 


+ 



®das Medium ist eine Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung {pH 7.4 - Sigma 
USA).Der PUso-Wert des GIftes betrSgt 150 ng/100 mg KG. 



30 Beispiel 8: Reinigung von HundertfOssler-Giften 

HundertfQssler-Qifte werden teilwelse durch Fraktionierung Ober eine analytische HPLG-Mofekularsleb- 
saule und eine Reverse Phase-Chromatographle gereinigt. 

Die Analyse unter Verwendung der MolekularsiebsSule (Suprose 12 10/30 Pharmacia: 0.05 M 

35 Ammonlumacetat-Puffer pH 8.5. Durchflussrate 0,5 ml/min) zelgt, dass nur 20 % der ToxIzrtSt fOr Fliegenlar- 
ven aus dem Gift von HundertfQsslem aus der Umgebung des Toten Meeres erhalten bleiben kSnnen. Eine 
qualitative Unterscheidung wird zwfschen Faktoren beobachtet. die eine Erschlaffung induzieren, und 
solchen. die kontraktiv auf FIfegenlarven wirken. In HundertfOsslern aus der Umgebung des Toten Meeres 
entspricht der letztere Faktor Faktoren mit einem abgeschatzten MG von 15 bis 20 kD. 

40 FQr die Reverse Phase-HPLC-Analyse werden C-8 (Merck); A (Wasser + 0,1 % TFA); B (isopropanol 
+ Acetonitril + 0,1 % TFA) venvendet. 

Die Elutlonsprofile der drei Gifte stimmen nicht mit den "offiziellen" taxonomischen Definitionen der 
HundertfUssIer-Arten ubereln. S. canidens aus der Umgebung von Jeaisalem und S. cingulata zeigen 
Identische Elutionsprofiie bei Molekularsieb* und Reverse Phase Chromatographie und unterscheiden sich 

45 damit beide vom HundertfQssler $, canidens aus der Umgebung des Toten Meeres. Vor diesem Hinter- 
grund ist auch zu sehen, dass alle drei Gruppen auf Grund ihrer GrSssen und Farbmuster leicht zu 
unterscheiden sind. 



50 Beisplel 9: Konstruktion eines vom Ti-Plasmid abgeleiteten Vektors 

Der Vektor pCIBIO (Rothstein et aL, 1987) ist ein vom Ti-Plasmid abgeleiteter Vektor. der fOr den 
Transfer chimSrer Gene in Pflanzen via A. tumefaclens verwendet werden kann. Der Vektor leltet sich von 
dem Plasmid pRK252 ab, das einen weiten Wirtsbereich aufweist und das von Dr. W. Barnes. Washington 
65 University, St l-ouis. Mo. bezogen werden kann. Der Vektor enthSIt weiterhin ein Gen. welches eine 
Kanamycinresistenz in Agrobacterium venmittelt und aus dem Transposon Tn903 stammt, sowie linke und 
rechte T-DNA Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid pTIT37. Zwischen den Grenzsequenzen befinden sich 
eine Polylinkenregion aus dem Plasmid pUC18 und ein chimSres Gen, welches eine Kanamycinresistenz in 
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Pflanzen hervorruft. 

In einem ersten Verfahrensschritt wird das Plasmid pRK252 in der Weise modifizidrt, dass .das 
Tetracyclinresistenzgen gegen das Kanamycinresistenzgen aus dem Transposon Tn903 (Oka et al.. 1981)' 
ausgetauscht wird. 5ne weitere Modifikation betrifft den Austausch der einzfgen EcoRl Schnittstelle in 

5 pRK252 gegen eine Bgili Schnittstetle (Fig. 1 fasst die Modifikation zusammen). Das Plasmid pRK252 wird 
zunachst mit den Endonukleasen Sal! und Smal gsschnitten und anschliessend n^it der grossen Unterein- 
heit der DNA Polymerase I zur Herstellung glatter Enden behandelt. Das grosse Vektorfragment wird Uber 
eine Agarose-Gelelektrophorese gereinigt. Als nachstes wird das Plasmid p368, das Tn903 in einem etwa 
1050 Bp grossen BamHl-Fragment enthglt. mit der Endonuklease BamHI geschnitten und mit dem grossen 

10 Fragment der DNA Polymerase behandelt. Das etwa 1050 Bp umfassende Fragment wird nach DurchfQh- 
rung einer Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Dieses Fragment enthalt das Gen aus dem Transposon 
Tn903. das eine Resistenz gegenOber dem Antiblotikum Kanamycin vermitteK (Oka et al.. 1981). Plasmid 
p368 ist bei der ATCC unter der Hinterlegungsnummer 67700 hinterlegt. Zur Erzeugung glatter Enden 
werden beide Fragmente mit der grossen Untereinheit der DNA-Polymerase behandelt. Anschliessend 

15 werden beide Fragmente vermischt und Uber Nacht bei einer Temperatur von 50 'C mit T4 DNA-Ligase 
inkubiert. Nach der Transformation des £ co//-Stamms HB101 und einer Setektion Kanamycin-resistenter 
Kolonien erhdlt man das Plasmid pRK252/Tn903. 

Das so erhaltene Plasmid pRK252/Tn903 wird an seiner einzigen EcoRI Schnittstelle geschnitten und 
anschliessend zur IHerstellung glatter Enden mit der grossen Untereinheit der E. coii DNA-Polymerase 

20 behandelt. Dieses Fragment wird mit synthetischen sogenannten Unkem, die eine Bglil Restriktionsschnitt- 
stelle enthalten. vermischt und uber Nacht mit T4 DNA-Llgase inkubiert. Die aus dieser Behandlung 
resultierende DNA wird mit einem Oberschuss an Bgili Restriktionsendonuklease geschnitten und das 
grossere Vektorfragment mit Hiife einer Agarose-Geielektrophorese gereinigt. Das resultierende Fragment 
wird erneut mit T4 DNA Ligase inkubiert, um das Fragment Qber seine neu hinzugefUgten kohdsiven Bglii 

25 Enden zu rezirkularisieren. Nach Transformation des £ co/AStamms HB 101 erhSIt man das Piasmid 
pRK252yTn903/BglII (Fig, 1). 

Im nachsten Verfahrensschritt wird ein Oerivat des Plasmlds pBR322 konstruiert, das neben densf-DIViA 
Grenzsequenzen aus dem Ti-Plasmid und der Polylinkerregion aus dem Plasmid pUCl9 ein selektierbaines 
Gen fOr Kanamyclnresistenz in Pflanzen enthait (Rg. 2). Das Piasmid pBR325/Eco29 enthSlt das l^.kBp 

30 umfassende EcoRI Fragment aus dem Nopalin Tl-Plasmid pTiT37. Dieses Fragment enthSit die linke.T" 
DNA Grenzsequenz (Yadav et al., 1982), FUr den Austausch der EcoRI Enden dieses Fragments :dur<* 
Hindlil Enden wird das Plasmid pBR325/Eco29 mit EcoRI geschnitten und anschliessend mit Nuklease.^SI 
inkubiert. Es folgt eine Inkubation mit dem grossen Fragment der DNA-Polymerase zur Herstellung glrtter 
Enden. Dieser Reaktlonsansatz wird mit synthetischen Hindlll-Unkem vermischt und mit T4 DNArLigase 

95 Inkubiert. Die resultierende DNA wird mit den Endonukleasen Clal und einem OberscKuss. an if ndlii 
geschnitten; das resultierende 1.1 kBp umfassende Fragment, das die linke T-DNA Grenzsequenz. enthSlt 
wird mit IHilfe einer Gelelektrophorese gereinigt Als nMchstes wird die Polylinkerregion dee Pla^iids pUQIf 
Isoliert, Indem man die Plasmid DNA mit den Endonukleasen EcoRI und Hindlil schneidet und das klejni^ 
Fragment (annShemd 53 Bp) Uber eine Agarose-Gelelektrophorese isoliert. Anschliessend wird ,das ?^!^ 

40 pBR322 mit den Endonukleasen EcoRI und Clal geschnitten, mit den beiden anderen. zuvpr Jsplierteri 
Fragmenten vermischt mit T4 DNA-Ligase inkubiert und damit der E. co// Stamm HBlOl transformiert Das 
resultierende Plasmid pClBS enthStt die Poiyllnken-egion und die linke T-DNA Grenzsequenz integriert in 
etnen Abkdmmling des Plasmlds pBR322 (Fig. 2). v 
Als nSchstes wird ein Plasmid konstruiert. das ein Gen enthalt. welches die Expression von i<anamycin^ 

45 resistenz in Pflanzen vermittelt (Rg. 3 und 4), Das Plasmid Bin 6 (Bevan, 1984) ist erhSltlicii ,bei Or.. M. 
Bevan. Plant Breeding Institute, Cambridge, UK. Das Plasmid Bin 6 wird mit EcoRI und Hindlil geschnitten. 
Das etwa 1.5 kBp umfassende Fragment welches das chimSre NPT-Gen enthSlt wird isoliert urid 
anschliessend Qber eine Agarosegelelektrophorese gereinigt. Das Fragment wird mit pUCIB ONArVer!- 
mischt die zuvor mit den Endonukleasen EcoRI und Hindlil geschnitten wurde. Nach inkubation init T4 

50 DNA-Ugase wird mit der resultlerenden DNA der £ colt Stamm HB101 transformiert Das entst^nde 
Plasmid wird als pUC18/neo bezeichnet Dieses Plasmid enthSIt eine unerwUnschte BamHI-Schnittstelle 
zwischen dem NPT-Gen und der Termlnator-Sequenz des Nopalinsynthase-Qens (Bevan, 1984); Um 
Erkennungssequenz zu entfemen, wird das Plasmid pUCIS/neo mit der Endonuklease BamHi geschnitten, 
gefolgt von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der DNA-Polymerase zur Erzeugung glatter 

55 Enden. Um das Fragment zu rezirkularisieren. wird es anschliessend mit T4 DNA-Ugase Inkubiert Mit 
diesem Fragment wird £ coli Stamm HB101 transfbnniert Das resultierende Plasmid pUC18/heo(Barn) 
besitzt keine BamHI-Erkennungssequenz mehr. 

Weiterhin wird die rechte T-DNA Grenzsequenz unmittelbar neben das chlmare NPT Gen inseriert {Fig. 
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4). Das Plasmid pBR325/Hind23 enMIt das 3.4 kBp Hindlll-Fragment des Plasmids p7iT37. DiesdS 
Fragment enthSit die rechte T-DNA Grenzsequenz (Bevan et al.. 1983), Das Plasmid pBR325/Hmd23 wird 
mit den Endonukleasen Sacll und Hindlll geschnltten und ein 1.0 kBp umfassendes Fragment, welches die 
rechte Grenzsequenz enthSIt, im Anschluss an eine Agarosegelelektrophorese in gereinfgter Form isoliert 
Das Plasmid pUCl8/neo(Bam) wird mit den Endonukleasen Sacll und Hindlll geschnltten und das 4,0 kBp 
umfessende Vektorfragment mit Wife einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Die beiden Fragmente werden 
miteinander vermischt. mit T4 DNA Ligase inkubiert und damit der E. co// Stamm HB 101 transformiert. Das 
resultierende Plasmid pCIB4 (Fig. 4) enthfilt die rechte T-DNA Grenzsequenz sowie den in Pffanzen 
selektierbaren Marker fOr Kanamyclnresistenz in einem AbkSmmling des Plasmids pUClS. 

In einem letzten Verfahrensschritt wird ein Plasmid konstruiert, das sowohl die linke ais auch die rechte 
T-DNA Grenzsequenz Pflanzen selektlerbare Kanamycinreslstenzgen und den Polylinker des Plasmids 
pUClB entnait (Rg. 5). ZunSchst wird das Plasmid pCIB4 mit der Endonuklease Hindlll geschnitten, gefolgt 
von einer Behandlung mit der grossen Untereinheit der DNA Polymerase zur Herstellung glatter Enden 
sowie einer Fragmentierung mit der Endonuklease EcoRI. Das 2.6 kBp umfassende Fragment, welches das 
chimare Kanamycinreslstenzgen und die rechte T-DNA Grenzsequenz enthSlt, wird mit Hilfe einer Agarose- 
gelelektro phorese isoliert. Anschllessend wird das Plasmid pCIBS mit der Endonuklease Aatll geschnitten. 
zur Erzeugung glatter Enden mit T4 DNA-Polymerase behandelt und dann mit der Endonuklease EcoRI 
geschnitten. Das grossere Vektorfragment wird mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese gereinigt. mit dem 
pCIB4-Fragment vermischt und mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Mit diesem Fragment wird der £ coii Stamm 
HB101 transformlert. Das resultierende Plasmid pCIB2 (Rg. 5) ist ein Derivat des Plasmids pBR322. das die 
gewQnschten Sequenzen zwlschen den beiden T-DNA Grenzsequenzen enlhalt. 

Die folgenden Schritte komplettieren die Konstruktion des Vektors pCIBIO (Rg. 6). Das Plasmid pCIB2 
wird mit der Endonuklease EcoRV geschnitten und, wie zuvor beschrieben, mit synthetischen Linkem. die 
eine Bglll Erkennungsstelle enthalten. versehen. Nach Schneiden mit einem Oberschuss an Bglll wird das 
annahemd 2,6 kBp umfassende Fragment mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese isoliert. Das zuvor 
bereits beschriebene Plasmid pRK252/Tn903/Bglll (Fig, 1) wird mit der Endonuklease Bglll geschnitten umi 
anschliessend mit Phosphatase behandelt, um eine Rezirkularislerung zu verhlndem. Diese beiden DNA 
Fragmente werden miteinander vermischt und mit T4 DNA-Ligase inkubiert. Anschliessend wird f. coli 
Stamm HB 101 transformlert. Das resultierende Plasmid 1st der vervollstSndigte Vektor pCIBIO. - 

Das Plasmid pCIBIO umfasst T-DNA-Grenzsequenzen, die ein in Pflanzen exprimierbares NPT-Gen und* 
gebrauchliche Restriktionsschnittstelien zur Insertion innerhalb der T-DNA-Grenzsequenzen ein8chiles8er>. 



Beispiel 10: Synthese von Genen. die die selektiv auf Insekten wirkenden Toxine kddleren 

A. Reinigung von fOr insekten selektiven Toxine. Die Reinigung verschlodener fUr Insekten selektiven 
Toxine ist bereits in mehreren Arbeiten von ZIotkin ( ZIotkin et al.. 1971a und 1985. Lester et ai„ 1982) 
beschrieben worden. Ein alternatives Verfahren, mit dem hohe Ausbeuten bei limitierten Mengen 
moglich sind. ist die HPLC. Diese Technik wird beisplelhafl anhand der Reinigung von LqhlT2.dargeste|Itl:. 

Zur Reinigung von LqhlT2 wird gefriergetrocknetes Gift von L quinquestrlatus hebraeus (Slgnia) 
dreimal mit 0,5 ml Wasser/20 mg Gift extrahiert. Die wSssrlgen Extrakte werden verelnlgt und einer Ipnen- 
Austausch-Chromatographie Qber eine Sulfoethylaspartamld-HPLOSaule (Nest Group) unterworfen. Der 
Extrakt wird auf die vorher mit 5 mM KPO*. pH 3 in 25 % Acetonitrll aqullibrlerte SSuIe aufgetragen und die 
S§ule mit einem KCI- Gradienten von 0 bis 0.5 M im gleichen Puffer 60 Minuten lang eluiert Bnzelne 
Fraktionen werden enfsalzt und welter Uber eine Reverse Phase Chromatographie Qber eine Vydac 
Sdule, aquilibriert in 0,1 % TFA und eluiert mit einem 75 Minuten-Gradienten von 0 bis 70 % 8 (B = 
Acetonitril : Isopropanol 1 : 1 in 0,1 % TFA) aufgetrennt Die ToxizitMt einzelner Fraktionen gegen Insekten 
wird durch Injektlon in Sarcophaga- Oder Hellothis-Latven getestet. wie von ZIotkin et al. (1985) beschrie- 
ben. 

B. AmInosSurensequenzanalyse von auf Insekten wirkenden Toxinen. Das auf insekten wlrkende Toxin 
wird reduziert, indem Proben in 6 M Guanidin HCl, 1 M Tris HCI, pH 8.6. 10 mM EDTA und 20 mM 
Dithlothreitoi eine Stunde bei 37* C inkubiert werden. 4-Vinylpyridin (Sigma) wird bis zu einer Endkonzentra? 
tion von 50 mM hlnzugefOgt und die Inkubation eine Stunde bel Raumtemperatur fbrtgesetzt 08$ ^ 
modifizierte Protein wird wie oben beschrieben auf einer Vydac C-8-SSule entsalzt. Durch enzymatischen 
Abbau mit Trypsin, Lys-C Oder Glu-C Oder durch partlelle saure Hydrolyse gemMss Standardverfahren 
(Allen, 1981) werden Peptide produziert. Vor der Sequenzierung werden die Peptide durch Reverse Phase 
HPLC getrennt. Die AminosMurensequenzen des Intakten Toxins und der einzelnen Peptide werden durch 
einen automatischen Edman-Abbau bestlmmt indem ein Model 470A Protein Sequencer (Applied Blosy- 
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stems, Foster City. CA) benutzt wird. ausgestattet mit on-line Reverse Phase HPLC zur Analyse der 
Phanylthiohydantoin-Oerivate der Aminosauren und einem Model 900 Daten-Analyse-System. 

Die Sequenzen anderer auf Insekten wirkender Toxine. die unter Benutzung der gleichen Verfehren 
bestimmt wurden, sind In Rg. 7 wiedergegeben. 

5 C. Synthese des Gens, das ein auf Insekten wirkendes Toxin kodlert. Da die auf Insekten wirkenden 
Toxine kleine Proteine (< 80 AminosSuren) sind, kann ein Gen, das ein Toxin kodiert. durch DNA-Synthese 
konstrulert werden. Nachfolgend wird die Synthese eines Gens t)eschrleben, das AalT kodlert, das auf 
Insekten wirkende Toxin von Androctonus australis. 

Die verdffentlichte Sequenz (Darbon et al., 1982) wird rUckUbersetzt, indem der genetische Code mit 

70 der Codon-HSufigkeit. die aus alien Mais-Proteinen In der GenBank-Datenbank mit Hilfe der Computerpro- 
gramme der Genetics Computer Group der UniversitSt von Wisconsin k)erechnet wurde, t)enutzt wird. In 
einigen Fallen k5nnen alternative Codons ausgewShlt werden, urn die Synthese zu erteichtem und/oder fQr 
passende Restriktionsschnittstellen zu sorgen. Stop- und Startsignale der Translation werden zusammen mit 
BamHi-Unkem zur Erlelchterung in folgenden Handhabungen an beide Enden angefUgt Durch diesen 

75 Prozess werden die Sequenzen Sequenzen la und 1b (Rg. 8) erhaiten. 

Oligonukleotide. die den Regionen 1 bis 20 (Sequenzen c) entsprechen, werden mit Hilfe eines Model 
380A DNA-Syntheslzers (Applied Biosystems. Foster City, CA) unter Anwendung der i3-CyanoethyI-Chemie 
synthetisiert. 

Das Gen wird mit den folgenden Schritten zusammengesetzt 
20 (1) Vorbereitung der folgenden Reaktionsmischungen. die 40 pMol der jewelllgen Fragmente enthal- 

ten. 

A. Fragmente 2. 12, 13 

B. Fragmente 3. 4, 14, 15 

C. Fragmente 5. 6. 7. 16, 17, 18 
25 D. Fragmente 8, 9, 19, 20 

E. Fragmente 10, 11, 21 

(2) Ein s'-Phosphat wird an die s'-Enden der Fragmente in jeder MIschung angefOgt, indem T4 
Polynukleotid-Kinase gemMss dem von Maniatis et al. (1982) beschrlebenen Verfahren venA^endet wird. c 

(3) Nach dem Entfernen von UberschQssigem Reagens durch Phenol/Chlorofonm-Extraktion, 
30 Chlorofbrm-Extraktion und Ethanol-FSIIung wird der Niederschlag jeder MIschung, der die phosphorytierten 

Fragmente enthSIt, in T4-Llgase-Puffer gelost. 40 pMol Fragment 1 wird zu MIschung A und 40> pMol 
Fragment 22 zu MIschung E hinzugefOgt Die Mischungen werden auf 85* C erhitzt, anschllessend langsam 
auf IS'C abgekUhIt und be! dieser Temperatur fur wenigstens 4 Stunden inkubiert, damit die Fragmen£9 
hybridisieren kSnnen. -f ? 

35 (4) ATP wird bis zu etner Konzentration von 1 mM zusammen mit T4 Ligase hinzugefOgt. undidie 

inkubation wird 4 Stunden lang fortgesetzt. Die Reagentien werden durch Extraktion und FMtlung wie in 
Schritt (1) entfemt. Um die Wirksamkeit der Reaktion zu QberprUfen. wird ein Aliquot der Produkte tn/elnem 
10 bis 15 % Acrylamidgel analysiert Falls notig, kann das ent sprechende Fragment durch prSp£irati^ 
Gelelektrophorese gereinigt und aus dem Gel gewonnen werden. Verunreinigungen werden wiederum djufph 

40 FSiiung entfemt. 

Die folgenden Fragmentgrossen sind nach dem ersten VerknQpfungsschritt zu erwarten: . . ^ -^^M: 

MIschung A: 49 Bp , ..w ,.^ 

MIschung B: 45 Bp . , 

MIschung C: 65 Bp 

45 MIschung D: 45 Bp ^ • ..l -.r 

MIschung E: 46 Bp , ■ / 

(5) Die Produkte der ersten VerknQpfungen von A und B werden in Reaktion F vermischt Die 
Produkte der VerknQpfungen von D und E werden fQr Reaktion G vermischt. Die Schritte (3) und (4) werden 
mrt den Mischungen F und G wiederholt. Aus Reaktion F resultiert ein 89 Bp Fragment und aus Reaktion.G 

50 ein 86 Bp Fragment. 

(6) Die gereinigten Fragmente von F, G und C werden miteinander vermischt und die Schritte (3) und 
(4) werden wiederholt. um das endgQItige Gen von 230 Bp und mit BamHI-Enden zu erhaiten. Die 
endgUltige Sequenz ist als Sequenz Id (Rg. 8) abgebildet Das gereinlgte Fragment wird zur VerknQpfung 
mit den BamHI-Schnittstellen geeigneter Vektoren ven^endet 

55 (7) Um die DNA zu vervieifaltigen. wird das gerelntgte Fragment mit der BamHI-Schnitt$telle von 
pUCl8 verknOpft und in einem geeigneten £ co// Wirt klonlert Die DNA-Sequenz des Einschubs wird ivfflter 
Verwendung von standardisierten Sequenzlenjngsverfahren kontrolliert. 
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Beispiel 11: Ein Transformationsvektor fOr Pfianzen. der chim3fe CaMV 35S Promotor/roxin*Gene enthgtt 

Vektoren, die einen in Pfianzen exprimlerbaren Promotor und Schnittsteilen zur EinfQgung heterologer 
kodierender Sequenzen enthalten, stammen von pCIBIO ab (Rothstein at al., 1987). Das Plasmid pCIBTTO 
enthfilt den CaMV 35S Promotor als in RIanzen exprimierbaren Promotor. Die ein Toxin mit insektizider 
Aktivitat kodierende Sequenz wird stromabwSrts (downstream) des Promoters mit einer durch BamHI 
geschaffenen Schnittstelle verknupft. 

Das mit diesem Vektor transformierte Pflanzengewebe wird unter Verwendung der Antibiotika Kanamy- 
cln Oder G418 wie welter unten beschrieben und wie dem Fachmann bekannt selektioniert 



Beispiel 12: Transformationsvektoren ftlr RIanzen, die chlmSre. in Pfianzen exprimierbare Toxin-Gene und 
einen Hygromycin-Resistenz-Marker zur Selektion von Pfianzen enthalten 

Das Plasmid pCIB743 (Rothstein et al., 1987) enthalt innerhalb der T-DNA-Grenzen ein in Pfianzen 
exprimierbares Hygromycin-Resistenz-Gen. Ein zweltes in Pfianzen exprimierbares chimares Gen wird 
unter Benutzung der einmal vorkommenden Restriktionsschnittstellen eingefugt und In RIanzen eIngefQhrt. 

Das mit diesem Vektor transformierte Pflanzengewebe wird unter Verwendung des Antiblotikums 
Hygromycin Oder analoger Antibiotika wie waiter unten beschrieben und wie dem Fachmann bekannt 
selektioniert. 



Beispiel 1 3: Transformation von Tabak-Blattscheiben 

A. Die Transformation von pflanzllchem Material mit Agrobacterium, Die verschiedenen Genotypen von 
A tumefaciens werden in AB MInimalmedium (Watson et al.. 1975) plus Mannit Oder Glutamatsatze 48 
Stunden lang bei 28' C kultivlert. Die Baktarien werden sedimentiert. In MSBN-Madium zwelfacher 
VerdUnnung resuspendiert und 3 Stunden lang bei 25* C inkubiert. Das MSBN-Medium besteht aus den 
kompletten sogenannten Haupt- und Nebensalzen (major and minor) Salzen gemSss Murashige und Skoog 
(1962) (KG Biologicals) mit den folgenden Zusatzen (Endkonzentrationen): 8-Benzyladenin (1 mg/liter); 
Nicotinsaure (1 mg/liter); Pyridoxin (1 mg/liter); Thiamin-HCI (10 mg/liter) und Saccharose (30 g/liter). Der 
pH ist auf 5,8 eingestellt. Blattscheiben mit einem Durchmesser von 5 bis 7 mm werden aseptisch aus In 
vitro kultiviertem Nicotiana tabacum cv. Xanthi ausgestanzt und 10 Minuten lang In eine Bakteriensuspen- 
slon in einem abgewandelten Verfahren von Horsch et al. (1985) getaucht. Die Blattscheiben werden 
anschliessend auf RIterpapier auf MSBN-Medium gelegt. Nach 48 Stunden werden die Blattscheiben zur. 
Selektion transformierter Zellen in flUsssiges MSBN-Medium. das 500 mg/liter Carbenicillin enthSIt getaucht 
und auf festes MSBN-Medium (0.8 % Agar), das 100 mg/liter Kanamycin und 500 mg/liter Carbenicillin 
enthalt, gelegt. 

B. Reifung der Pfianzen und Selbstbefruchtung. Sprosse. die aus Kalli auf MSBN-Selektlonsmedium 
entstehen, werden auf QMS-Medium transferiert, das MS Haupt- und Nebensaize und Fe-EDTA' (Qibco 
#500-1 1 17: 4.3 g/liter). B5-Vitamine (Gamborg et al.. 1968). 100 mg/liter myo-lnosit und 30 g/liter Saccharo- 
se, pH 5.8 enthalt, ergSnzt mit 100 mg/lller Kanamycin und 250 mg/liter Carbenicillin. Kanamycin, und 
Carbenicillin werden als Rlter-sterilislerte LQsungen hinzugefOgt, nachdem der Rest des Mediums autokla- 
viert wurde. Man ISsst die PflMnzchen wenigstens drei Wochen fang wachsen. Die RIMnzchen werden 
geteilt. um mehrfache Kopien von SchnitzeIn zu erhalten, die man sich wenigstens drei Wochen lang 
entwickein und bewurzein ISsst Bewurzelte PfiSnzchen werden dann in eine Erde-Vermiculite-Mischung 
umgetopft und ins GewSchshaus gebracht Frisch eingetopfte RIanzchen werden zur AbhSrtung feucht und 
schattig unter einem umgedrehten Plastikbecher gehalten. Zur BlQtezeit wird die Selbstbefruchtung Indu- 
ziert. Saatgut wird nach der Reife geemtet. 



Beispiel 14: Produktion transgenen Tabakkallus und transgener Tabakpflanzen 

Durch Paanjng wird der T-DNA-enthaltende Vektor Oder der Vektor, der die in RIanzen exprinyarbarer; 
chimSren Gene enthSlt. von £ coll SMI 7 (Simon et al.. 1983) in A tumefaciens CIB542 transferiert! 
Alternativ dazu wird Agrobacterlum CIB542 mit dem Vektor gemSss dem Verfahren von Holsters et e^l! 
(1978) transformien, Agrobacterlum CIB542 ist Stemm EHA101 (Hood et al.. 1986). in dem der Kanamycin^ 
Marker des Plasmids durch den Spectinomycin/Streptomycin-Tetl von Tn7 ersetzt wurde. Agrobacterlum' 
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Stamme, die das vom T-DNA abgeleitete Plasmid tragen, und pCIB542 werden verwendet urn Tabak durch 
das oben beschriebene Blattschelben-Verfahren zu transformieren, Kanamycin-reslstente transformierte 
Pflanzen werden bis zur Reife kultivlert Aitemativ dazu wird Kallus. der sich aus den Blattscheibeh auf 
Kanamycin-enthattendem MSBN-Selektionsmedium entwickelt, auf einem Kallus-Wachstums-Medium gehal- 
s ten, das MS Haupt-und Nebensaize und Fe-EDTA (Gibco #500-1117; 4,3 g/Iiter), MS-Vitamine, 100 mg/lit^ 
myo-lnosit. 20 g/liter Saccharose. 2 mg/liter NaphthalinessigsSure und 0,3 mg/liter Kinetin enthSlt. 

Der Kallus kann benutzt werden, urn transgene Pflanzen zu regenerleren. indem KallusstQcke auf 
MSBN-Medium transferiert werden und den oben beschriebenen Verfahren gefolgt wird. 

10 

Beisplel 1 5: Transformation und Regenerierung von Zea mays 

Zea mays wird in den in Tabelie 9 genannten Medlen transfbrmiert und regeneriert 

IS 

Tabelie 9: Zusammensetzung der verwendeten Medien 

Die Makro- und Mikroelemente sowie Fe-EDTA der Medien sind wie in der Literatur an- 

so 

gegeben: KM-Medium geniass Kao und Michayluk (1975), N6-Medium gennSss Chu et al. 
(1975). 



25 



Medium 



KM-8p 



N6 



Organische Stoffe und Vitamine, die im Kulturmedium benutzt weiden 
[mg/Uter]: 




30 



45 



40 



35 



Biotin 

Pyridoxin HQ 
Thiamin HCl 
Nicodnamid 
NicotinsSure 
Folsaure 

D-Ca-Pantothenat 

p-Aminobenzoesaure 

Cholin-Oilorid 

Riboflavin 

Vitamin B-12 

Glycin 



0.01 
1.00 
10.00 
1.00 
0.10 
0.40 



1.00 
0.02 
1.00 
0.20 
0.20 
0.10 



2.0 



0.5 



0.5 
0.1 



50 



Zucker und Zuckeralkohole [g/Liter]: 



55 



Saccharose 

Glucose 

Mannit 



0,25 
68.40 
0.25 



30.0 
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Sorbit 

Cellobiose 

Fructose 

Nfannose 

Ribose 

Xylose 

Myo-Inosit 



0.25 
0.25 
0.25 
0.25 
0.25 
0-25 
0.10 



End-pH 
Scerilisierung 



5.8 
Filter 



5.6 



Autoklav 



Die Makroelamente werden gewohnlicherweise aJs lOfach konzentrierte Stammldsung angesetzt, die 
Mikroelemente a!s lOOOfach konzentrierte Stammlosung. 

Citronen-. Fumar- und ApfelsSure (jeweilige Endkonzentralion 40 mg/liter) sowie Natriumpyruvat 
(Endkonzentration 20 mg/liter) werden als eine lOOfach konzentrierte Stamml5sung hergesteilt. mit NHiOH 
auf pH 6*5 eingestellt und zum Medium gegeben. 

Adenin (Endkonzentration 0,1 mg/liter) und Guanin, Thymidin, Uracil, Hypoxanthin und Cytosin 
(jeweilige Endkonzentration 0.03 mg/liter) werden als lOOOfach konzentrierte Stammlosung hergestellt, mit 
NH4OH auf pH 6.5 eingestellt und zum Medium gegeben. 

Die folgenden Aminosauren werden als eine lOfach konzentrierte StammlQsung (pH 6.5 mit NhUOH) 
zum Medium gegeben und erreichen die folgenden Endkonzentrationen: Glutamin (5.6 mg/liter), Alanin,; 
Glutaminsaure Cede 0.6 mg/liter). Cystein (0,2 mg/liter), Asparagin, AsparaginsSure. Cystin, Histidin. 
Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Tlireonin, Tryptophan, Tyrosin und Valin 
(jede 0,1 mg/liter). 

Die Vitamln-Stammi5sung wird gew5hnllcherweiS6 lOOfach konzentrlert zubereitet 



Beispiel 16: Herstellung von AntikQrpem gegen selektiv auf Insekten wlrkende Toxine 

A. Herstellung des Immunogens, Standardisierte Computer-Analysen (Hopp und Woods. 1983) werden 
zur Voraussage antigener Berelche aus den Aminosaiuresequenzen von selektiv auf Insekten wirkenden 
Toxinen vorhergesagt Synthetische Peptide, die diesen Bereichen entsprechen, werden hergestellt Die 
Peptide werden Qber ein zwischengeschaltetes Cystein an einen Ovalbumln-Canier gekoppett, indem das 
Reagens N-Succinimidyl-3-(2-pyrldyldlthio)propionat (Pierce Chemical Co.) verwendet wird (Carlsson et al., 
1978). Der Grad der VerknOpfung wird durch Aminosaureanalyse des Konjugates abgeschatzt. 

B. Produktion von Antiseren. Kanlnchen werden mit 0.5 bis 1,0 mg Antigen, emulglert in komplettem. 
Freundschen Adjuvans, immunislert und monatlich mit Antigen in nichtkomplettem Freundschen Ad]uvans 
geboostet Der Titer der Seren wird durch gebrSuchliche ELISA-Tests bestimmt, Indem das Peptid. 
verknOpft mit einem heterologen Carrier (ubiicherweise RSA) verwendet wird. Positive Seren werden gegen 
das geeignete auf Insekten wlrkende Toxin titrlert. 

C. Ergebnisse. Typischerweise konnen mit Verdunnungen von 1:10 000 1 bis 10 ng der homologen 
Peptide nachgewiesen werden. VerdUnnungen von 1:300 lassen den Nachwels von 3 bis 10 ng intakten 
Toxinproteins zu (Tabelle 10). 
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Tabelle 10 



Nachweisgrenzen von Antiseren gegen Toxrn-Peptide im ELISA-Test • 


Toxin 


immunisierendes 
Peptid 


Nachweis des 
Peptids 


Nachweis des 
Toxins 


AalT 

AalT 

LqhlT2 

LqhlT2 

BjlT2 

BilT2 


N-tenminal 1 bis 16 
C-terminal 52 bis 70 
N-terminal 1 bis 13 
C-terminal 46 bis 61 
N-terminal 1 bis 13 
C-termlnal 46 bis 60 


3ng bell :10 000 
Sng beilMOOOO 
1 ng bel 1:1 000 
1 ng bei 1:10 000 
0,3 ng bei 1:3 000 
lOngbei 1:3 000 


3 ng bei 1:300 
3ng bei 1:300 

1 ng bei 1:300 



Belspiel 17: Mais, der durch die Expression von AalT resistent gegen Dfabrotica 1st 

20 A« Konstruktion des Velctors. Das wie in Beispiel 9 hergestellte synthetlsche AalT-Qen wird wie ober^ 
beschrieben mit der BamHI-Schnlttstelle von pCIB710 (Rothstein et a!.. 1987) verknlipft. Das Gen eines 
gewQnschten selektiven Markers (belspielsweise das NPT Gen. das Kanamycin-Resistenz verleiht) wird mit 
einer der vielfach vorhandenen Klonlerungsstelien unter Verwendung standardisierter Technlken verknOpft 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. Maisgewebe wird mit dem pCIB710 Vektor, der den 
25 AalT-Geneinschub trSgt, transfbrmtert und Pflanzen werden wie in den obigen Beispielen beschrieben 

regeneriert. Zur Kontrolle werden Pflanzen, die nur mit dem pCiB710 Vektor transfonmiert sind, auf dieselbe 
Weise hergesteilt. Die Ausgangspflanzen werden selbstbefruchtet und man erhait Samen (Tl Samen). 

C. Test von Pflanzen auf AalT-Expression. RIanzen, die aus den T1 Samen gewachsen sind, werden 
auf das Vorhandensein und die Expression des AalT-Gens hin untersucht, indem verschledene Tests 

30 angewendet werden. 

(1) DNA wird Isollert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1,5 % 
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose Ubertragen und ; 
mit dem AalT-Gen, das mit ^P durch nick- Translation markiert ist, hybridisiert (Manlatis et al., 1982). Die. 
Anwesenhelt des AalT-Gens wird durch eine Bande ausfindig gemacht. die etwa 230 Bp entspricht und mit 

35 der Probe hybridisiert. 

(2) RNA wird durch das Northern Blot Verfahren (Maniatis et al., 1982) als eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa 230 Basen entspricht und mit dem ^^P-AalT-Gen hybridisiert, das oben beschrieben ist 

(3) AalT-Protein wird mit immunologischen Standardtechniken mit einem polyklonalen Kanlnchen 
AntlkSrper ausfindig gemacht, der gegen synthetische Peptide, die den 16 N-terminalen und den 19 C- 

40 terminalen AminosMuren von AalT entsprechen, produziert wurde (siehe Beispiel 16). 

(4) AalT-Aktivit§t wird dadurch ausfindig gemacht. dass Material aus den Pflanzenextrakten mit 
immunologischen Methoden gereinigt wird. indem der polyklonale Anti-AalT-Antik5rper aus Kaninchen und 
Protein A Sepharose venivendet und das Isolierte Material auf ToxizltMt gegen Insekten getestet wird, indem 
das Material in Sarcop/iaga-Larven injiziert wird. mit Verfahren. die in Beispiel 10 beschrieben sind. 

45 D. Resistenz von transformierten Maispflanzen gegen Schaden durch Diabrottca. Au& Tl S^rtien 
ertialtene Keimllnge werden in grobem Vermikulit in 100 mm Petrischalen (5 pro Scheie, 5 Schaien) 
gepflanzt. Wenn die zweiten Blatter am Keimling erscheinen. wird jede Scheie mit 20 O/adroryca-Larven Irra 
zweiten HSutungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl, das Gewlcht der Oberiebenden und das 
Gewicht der gewaschenen Wurzein der Maispflanze bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pflanzen 

50 wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p <0,05) Emiedrigung der Gewichtszunahme,der 
Larven, Emiedrigung der Oberiebensrate der Larven oder In der Emiedrigung Im Veriust des Wurzetge- 
wichts, verglichen mit insekten-freien Pflanzen bestimmt. indem Pflanzen, die das AalT-Qen exprfmieren, 
mit Kontrolipflanzen. die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformlert sind, oder mit nich^ 
transfbnmierten Pflanzen verglichen werden. . 

55 

Beispiel 18: Kartoffeln und Tomaten, die durch die -Expression von AalT resistent gegen tepfftucW^ 
decemlineata (KartoffelkSfer) sind . 



35 



EP 0 374 753 A2 



A. Konstruktion des Vektors. Das AalT-Gen wird synthetisiert und mit dem Vektor pClB710 verknQpft 
wie es in Beispiel 17. Teil A beschrieben ist. Das AalT-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV-Promotor 
aus dem pC(B710-Vektor herausgeschnitten und in den Velrtor pCIBIO eingebracht. indem pCIB710 mit 
XbaJ und EcoRI geschnitten wird, das dabei entstehende 1460 Bp Fragment isollert und mit dem zuvor mft 

5 Xbal und EcoRI geschnittenen pCIBIO verknQpft wird. urn den pClBIO-AalT-Vektor zu erhatten. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Der pCIBIO-AalT-Vektor wird in A, tumefaciens, 
dass ein Virulenz-PIasmid wie beispielswelse LBA 4404 oder pCIB542 trSgt, eingefCIhrt. pCIB542 Ist ein A 
tumefaclens Plasmid. das ein bearbeitetes. von pTiBo542 abgeleitetes wr-Piasmid {Hood et al. 1986) 
enthait. Bei pCiB542 Ist das bakterlelle Kanamycln-Reslstenz-Qen ersetzt durch ein bakterleltes 

TO Streptomycin/Spectinomycin-Resistenz-Gen. Der Stamm. der sowohl pCIB710-AalT als aucii pCIB542 
enthSlt. wird venwndet. um Tomatenpflanzen gemSss Rschlioff et al. (1987) zu transformieren. Kartoffel- 
pflanzen. die pCIBIO-AalT enthalten, werden gemSss Stockhaus et al. (1987) erhalten. 

C. Test von Transformanten auf AalT-Expression. Transformanten werden auf die Expression von AalT 
getestet wie in Beispiel 17. Teil C beschrieben. 

IS D. Resistenz von transformlerten RIanzen gegen Schaden durch den Kartoffelkafer. Zehn vier Wochen 
alte Pflanzen werden je mit fOnf KartoffelkSferlarven Im zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 4 Tagen 
werden die Insektenmortalitat, die Gewichtszunahme der Insekten und das Ausmass des der Pflanze 
zugefQgten Schadens bestimmt. Die Resistenz der transformlerten Pflanzen wird durch eine statistisch 
signiflkante (Student's Test p < 0.05) Emiedrigung der Gewichtszunahme der Larven. Erniedrigung der 

'20 Oberlebensrate der Lan/en oder in der Erniedrigung des Pflanzenschadens bestimmt. indem Pflanzen. die 
das AalT-Gen exprimieren. mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Qeneinschub transformiert 
sind, Oder mit nicht-transfonmlerten Pflanzen verglichen werden. 



25 Beispiel 19: Dactytts glomerata (Knauelgras). das durch die Expression von AalT resistent gegen Kfifer ist 

A. Konstruktion des Vektors. Das AalT-Gen wird synthetisiert und mit dem Vektor pCIB710 zusammon 
mit dem Kanamycin-Reslstenz-Qen verknupft wie es In Beispiel 17. Tell A beschrieben Ist. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden erhalten wie oben 
30 beschrieben. 

C. Test von Transformanten auf AalT-Expression. Transformanten werden auf die Expression von: AatT 
getestet wie in Beispiel 17. Teil C beschrieben. •. 

D. Resistenz von transformierten Pflanzen gegen Schaden durch Diabrotlca undecimpunctata, Aus T1 
- Samen erhaltene Keimlinge werden in grobem Vermlkulit in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale,'/;? 

35 Schalen) gepflanzt. Wenn die zweiten BlStter am Keimling erscheinen, wird jede Scheie mit 20 D: 
undecimpunctata-laryen im zweiten Hautungsstadium infiziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl^ das 
Gewicht der Oberlebenden und das Gewicht der gewaschenen Wurzein der Maispflanze bestimmt Die 
Resistenz der transformierten RIanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p. < OJQS) 
Erniedrigung der Gewichtszunahme der Larven, Erniedrigung der Oberlebensrate der Larven oder in der 

40 Erniedrigung im Verlust des Wurzelgewichts, verglichen mit Insekten frelen Pflanzen bestimmt. indem 
Pflanzen. die das AalT-Gen exprimieren. mit Kontrollpflanzen, die nur mit dem Vektor ohne Genein^^b 
transformiert sind, oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglichen werden. 

'45 Beispiel 20: Baumwolle, die durch die Expression von AalT resistent gegen den Baumwolikapseikgler 
(Anthonomus grandis) ist . . . 

A. Konstruktion des Vektors. Das AalT-Gen in pCIBIO wird hergestellt wis es in Beispiel 18. Teil A 
beschrieben ist. 

50 8. Transfomnation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden erhalten wie oben 

beschrieben. 

C. Test von Transformanten auf AalT-Expresslon. Transformanten werden auf die Expression von AalT 
getestet wie in Beispiel 1 7. Teil C beschrieben. 

D. Resistenz transformlerter Pflanzen gegen Schaden durch Anthonomus grandis, Zehn transformierte 
S5 Pflanzen werden kultlvtert bis sich Kapsein bllden. Jede Pflanze wird mit drei erwachsenen weibiichen 

Anthonomus grandis infiziert. Der Schaden an den Pflanzen wird nach einer Woche bestimmt und 
Uberiebende Erwachsene werden entfemt. Schaden an den Larven. Lan/enzahl und Gewicht jeder Pflanze 
werden mit w5chentlichen Abst^nden vier Wochen lang gemessen. Die Resistenz der transfomnierten 
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Pflanzen wird durch elne statistisch signlfikante (Studenf s Test p < 0.05) Emledrigung der Schader^rate, 
Abnahme der Larvenzahl Oder Erniedrigung der Gewichtszunahme der Larven bestimmt, indem Pflanzen, 
die das Aalt-Gen exprimieren, mit Kontrollpflanzen. die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert 
sind. Oder mit nicht*transfbrmierten Pflanzen verglichen werden. 

5 

Beispiel 21: Mais, der durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlinge ist 

A. Kon5trul<tion des pCIB710-LqhlT2-Vektors. Ein synthetisches Gen fUr LqhlT2 wIrd hergestelft, Indem 
10 vorgegangen wird, wie es ailgemein fQr das AalT-Gen in Beispiel 9 beschrieben Ist. Das resultierende Gen 

hat die Sequenz, die als Sequenz 2 (Fig. 9) abgebildet ist. Das resultierende 200 Bp Fragment wird isoliert 
und mit der BamHI-Schnittstelle des pCIB710-Vel(tors verl(nGpft» wie es in Beispiel 17, Teil A beschrieben 
ist. Das Gen fOr den gewQnschten seiektiven Marker (beispielsweise das NPT-Gen, das Kanamycln-Resi 
stenz verleiht) wird mit einem der zahlreichen Klonlerungssteilen verbunden. indem Standardtechniken 
75 venAfendet werden. Der resultierende Vektor wird pCIB710-LqhlT2 genannt 

B. Transformation und Regenerierung von Mais. Die Transformation und Regenerlerung von Maispflan- 
zen wird durchgefUhrt. wie es in Beispiel 17. Teil B beschrieben ist. 

C. Test von Pflanzen auf die Expression von LqhlT2. Pflanzen. die aus dem Tl-Saatgut gezogen 
wurden, werden auf das Vorhandensetn des LqhtT2-Gens hin analysiert, indem verschiedene Tests 

20 angewendet werden. 

(1) DNA wird isoliert und mit BamHI geschnitten; die Abbauprodukte werden auf einem 1.5 % 
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Fragmente werden auf Nitrocellulose Obertragen und 
mit dem LqhlT2-Gen, das mit ^^P durch nick-Translation markiert ist, hybridisiert (Mantatis et al.. 1982). Die 
Anwesenheit des l^hlT2-Gen$ wird durch eine Bande ausfindig gemacht, die etwa 200 Bp entspridit und 

25 mit der Probe hybridisiert. ' 

(2) RNA wird durch das Northem Blot Verfahren (Maniatis et al.. 1982) als eine Bande ausfindig 
gemacht, die etwa 200 Basen entsprlcht, und mit dem 32p.LqhlT2-Gen hybridisiert, das oben beschriet^n 

ist -.'v.';^ 

(3) LqhlT2-Protein wird mit immunologtschen Standardtechniken mit poiyklonalen Kaninchen Antik5r- 
30 pern ausfindig gemacht, die gegen synthetische N« und C-temninale Peptide von ljqhlT2 wie in Beispiel 16 

beschrieben produziert wurden. 

(4) LqhlT2-Aktivitat wird dadurch ausfindig gemacht, dass Material aus den Pflanzenaxtrakten mit 
immunologischen Methoden gereinigt wird, indem der polyklonale Anti-LqhlT2-Antik8rper aus Kaninchen 
und Protein A Sepharose venwendet und das isolierte Material auf ToxizitMt gegen Inselden g^stet wird. 

35 indem das Material In He//of/)/s-i.arven injiziert wird wie in Beispiel 10 beschrieben. : : ci m 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlingslarven. Tl-Samen werdei!? 
gekeimt und Biattstucke von Keimiingen im VIerblattstadium werden an frischgeschlQpfte Ostrinia nubifaps . 
Oder Heliothls zea-Larven veri'Uttert. FrischgeschlQpfte Larven werden einzein in FUtterungstSpfe m^i^lr)^ 
1 cm2 Blattstuck gesetzt. FOnfzig Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das, GcwipM 

40 der Insekten. die Zahl der Oberiebenden und die Menge der gefressenen BIMtter bestimmt Die Resistenz 
der transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signlfikante (Student's Test p <0,05) Erniedrigung 
der Gewichtszunahme der Larven. Erniedrigung der Uberiebenstrate der Larven Oder in der Erniedrigung 
der gefressenen Blattmenge bestimmt. indem Pflanzen, die das LqhlT2-Gen exprimieren, mit l<ontrollc^[|^ 
zen. die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind. Oder mit nicht-transformieiien Pflanzen 

45 verglichen werden. 

• 'ji .\ ■ 

Beispiel 22: Baumwolle, die durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetteriinge igt ; 

50 A. Konstruktion des Vektors. Das LqhlT2-Gen wird zusammen mit dem 35S CaMV-Promotor, aqs 
pCIB710 entfemt und unter Venfvendung geeigneter Restriktionsenzyme mit pCiBIO verknQpft Dieeser 
Vektor wird pCIB10-LqhlT2 genannt. • * • : • - 

B. Transfomnation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie oben beschrie- 
ben eriialten. 

65 C. Test von Transfonnanten auf die Expression von LqhlT2. Transfomnanten werden wie in Beispiel 21, 
Teil 0 beschrieben auf die Expression von LqhiT2 getestet. 

D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen SchMden durch Schmetteriingslarven. BlattstOck» von vier 
Wochen alten transfonmierten Pflanzen werden an frischgeschlOpfte Heliothis virescens, Heilothls 
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Oder Pectinophora gossypieilB verfOttert. FrischgeschlQpfte Larven werden einzeln In FQtterungst5pfe mit 
einem 1 cm^ BlattstGck gesetzt. FOnfeig Insekten werden pro Gruppe. getestet. Nach 5 Tagen werden das 
Gewicht der Insekten, die Zahl der Uberlebenden und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt Die 
Resistenz der transformierten Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0.05) 
5 Emiedrlgung der Gewichtszunahme der Larven, Emiedrigung der Oberlebenstrate der Larven Oder in der 
Emiedrigung der gefressenen Blattmenge bestimmt, indem Pflanzen. die das LqhIT2-Gen exprimieren, ml! 
Kontrollpflanzen. die nur mIt dem Vektor ohne Genelnschub transformlert sind, Oder mit nicht-transfbrmler- 
ten Pflanzen vergiichen werden. 

to 

Beispiel 23: Tomaten. die durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlinge sind 

A. Konstruktion des Vektors. Der pCIB10-LqhlT2- Vektor wird wie in Beispiel 22, Teil A beschrieben 
hergestellt. 

IS B. Transfomiation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie In Beispiel 17, 
Teil B beschrieben hergestellt. Indem der pCIB10-LqhlT2-Vektor an Stelle des pCIBlO-AalT-Vektors benutzt 
wird. 

C. Test von Transformanten auf die Expression von LqhlT2. Transformanten werden wie In Beispiel 21, 
Teil C beschrieben auf die Expression von Lqhn"2 getestet. 

20 D, Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlinge. BlattstQcke von vier 
Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlOpfte Heh'othis zea oder Manduca sexta 
verfUttert. FrischgeschlOpfte Larven werden einzeln In FQtterungstopfe mit einem 1 cm^ BlattstGck gesetzt. 
Funfzig Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Gewicht der Insekten. die Zahl 
der Oberlebenden und die Menge der gefressenen Blatter bestimmt. Die Resistenz der transfonmierten 

25 Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0.05) Emiedrigung der Gewichtszunah- 
me der Larven, Emiedrigung der Oberlebensrate der Larven oder in der Emiedrigung der gefressenen: 
Blattmenge bestimmt. indem Pflanzen. die das LqhlT2-Gen exprimieren. mit Kontrollpflanzen, die nur mrt 
dem Vektor ohne Geneinschub transformlert sind. Oder mit nicht-transformierten Pflanzen verglicheri- 
werden. \ 



Beispiel 24: Tabak, der durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetterlingslarven 1st 

A. Konstruktion des Vektors. Der pCIB10-LqhlT2-Vektor wird wie In Beispiel 22. Teil A beschrieben 
05 hergestellt. 

B. Transformation und Regenerierung von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie oben beschrie- 
ben hergestellt. indem der pCIB10-LqhlT2- Vektor benutzt wird. 

C. Test von Transformanten auf die Expression von LqhlT2. Transformanten werden wie in Bejsplel 21,. 
Tell C beschrieben auf die Expression von LqhlT2 getestet. 

40 D. Resistenz transformierter Pflanzen gegen Schaden durch Schmetterlingslarven. BlattstQcke von vi^ • 
Wochen alten transformierten Pflanzen werden an frischgeschlOpfte Heliothis virescens oder Mandiica 
sexta erfuttert. FrischgeschlOpfte Larven werden einzeln in FQtterungstopfe mit einem 1 cm^ BlattstOck 
gesetzt. FOnfzig Insekten werden pro Gruppe getestet. Nach 5 Tagen werden das Gewicht der Insekten. die 
Zahl der Oberlebenden und die Menge der gefressenen Blotter bestimmt. Die Resistenz der transfonmierten 

45 Pflanzen wird durch eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0,05) Emiedrigung der Gewichtszunah- 
me der Larven, Emiedrigung der Oberlebensrate der Larven oder in der Emiedrigung der gefressenen 
Blattmenge bestimmt indem RIanzen, die das LqhlT2-Gen exprimieren. mit Kontrollpflanzen, die nur mit 
dem Vektor ohne Geneinschub transfomniert sind. oder mit nicht-transformierten Pflanzen vergiichen 
werden. 

so 

Beispiel 25: Knauelgras. das durch die Expression von LqhlT2 resistent gegen Schmetteriingslarven j^/ r* ;: . 

A. Konstruktion des Vektors. Das LqhlT2-Gen wird wie in Beispiel 21, Tell A beschrieben synthetislert 
55 und mit dem Vektor pCIB710 vericnOpft. 

B. Transformation und Regenerieaing von Pflanzen. Transformierte Pflanzen werden wie oben beschrie- 
ben erhalten. 

C. Test von Transfonmanten auf die Expression von LqhiT2. Transformanten werden wie in Beispiel 21, 
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Teil C beschrieben auf die Expression von Lqhrr2 getestet. 

D. Resistenz von transformierten Pfianzen gegen Schaden durch Schmetteiiinge. Aus T1 Sannen 
erhaltene Ketmlinge werden in feine Erde in 100 mm Petrischalen (10 pro Schale, 5 Schalen) gepflanzt 
Wenn die zweiten Blotter am Keimling erscheinen, wird jede Schale mit 20 Crambus callginoseUus im 

5 zweiten Hautungsstadium inftziert. Nach 7 Tagen werden die Zahl, das Gewicht der Oberlebenden und das 
Gewicht der gewaschenen Graswurzein bestimmt. Die Resistenz der transformierten Pfianzen wird durch 
eine statistisch signifikante (Student's Test p < 0.05) Emfedrigung der Gewichtszunahme der Larven. 
Emiedrigung der Oberlebensrate der Larven oder in der Emiedrigung im Verlust des Wurzelgewichts, 
verglichen mit insel<ten-freien bestimmt. indem Pfianzen. die das LqhlT2-Gen exprimieren. mit Kontrollpfian- 

70 zen. die nur mit dem Vektor ohne Geneinschub transformiert sind, oder mit nicht-transformierten Pfianzen 
verglichen werden. 
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AnsprUche 

20 

1. Bn selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin, dadurch gekennzeichnet, dass es die nachfolgende 
Aminosauresequenz hat: VRDAYIAKNY NCVYECFRDA 

YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR. 

2. Rekombinante DNA enthaltend eine DNA-Sequenz erhSltlich aus Tieren, wobei besagte DNA- 
25 Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin Oder ein funktlonsfShiges Derivat Oder BruchstOck 

davon kodiert , : ^ 

3. Rekombinante DNA nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA in einer in 
Pflanzen exprlmierbaren Form vorliegt. 

4. Rekombinante DNA nach einem der AnsprUche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet. dass besagte 
30 DNA ein aus Arthropoden erhaltliches, selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktions^higes 

Derivat oder Bruchstuck davon kodiert. 

5. Rekombinante DNA nach einem der AnsprOche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass besagte 
DNA ein aus Vertretem der Klaasen Arachnida (Spinnentlere) oder Chilopoda (HundertfOssler) erhMltllches, 
selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktlonsfShiges Derivat oder BruchstOck davon kodiert. 

35 6. Rekombinante DNA nach einem der AnsprUche 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet. dass besagte 
DNA ein aus Vertretem der Ordnung Scorpiones erhditliches. selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder 
ein funktionsfShiges Derivat Oder Bruchstuck davon kodiert. : : : 

7. Rekombinante DNA nach einem der AnsprUche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet. dass besagte 
DNA ein aus Vertretem der Gattung Scolopendra erhMltllches, selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 

40 Oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruckstUck davon kodiert- 

8. Rekombinante DNA nach einem der AnsprUche 2 oder 3. dadurch gekennzeichnet. dass besagte* 
DNA ein Toxin mit der AminosSuresequenz 

KKNGYAVDSS GKAPECLLSN YCNNQCTKVH YADKGYCCLL SCYCFGLNDD KKVLEISDTR KSYCDTTIIN, 
DGYIRKRDGC KLSCLFGNEQ CNKECKSYQQ SYGYCWTWGL ACWCEQLPDE KTWKSETNTC Q, . 
45 DQYIRKKDGC KVSC(V/I)IIGNEG CRKECVAHQG SFGYCWTWGL ACWCENLPDA VTWKSSTNTC G. 
DGYIKRRDGC KVACLIGNEG CDKECKAYGG SYGYCWTWGL ACWCEGLPDD KTWKSETNTC G. 
ALPLSGEYEP CVRPRKCKPG LVCNKQQICV DPK oder 

VRDAYIAKNY NCVYECFRDA YCNELCTKNG ASSGYCQWAG KYGNACWCYA LPDNVPIRVP GKCR Oder 
ein funktionsfahiges Derivat Oder BruchstUck davon kodiert . . > . ^ ^ 

50 9. Vektor enthaltend eine DNA gemMss einem der AnsprUche 2 bis 8. . :\ 

10. Wirtsorganismus enthaltend einen Vektor gemass Anspruch 9. 

11. Transgene Pflanzenzelle enthaltend eine DNA-Sequenz erhaltlich aus Tieren. wobei besagte PNA-. 
Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin oder ein funktionsfShiges Derivat Oder Bruckstfick 
davon kodiert. 

55 12. Transgene Pflanzenzelle gemMss Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet dass besagte DNA- 
Sequenz erhaltlich ist aus Arthropoden. 

13. Transgene Pflanzenzelle gemSss Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet. dass besagte DNA* 
Sequenz erhMltllch ist aus Vertretem der Klassen Arachnida (Spinnentlere) oder Chilopoda, « 
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(HundertfUssler). 

14. Trahsgene Pflanzenzelle gemSss Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet dass besagte DNAr 
Sequenz erhMltiich ist aus Vertretem der Ordnung Scorplones. 

15. Transgene * Pflanzenzelle gemSiss Anspmch 11, dadurch gekennzeichnet dass besagte DNA* 
5 Sequenz erhSltiich ist aus Vertretern der Gattung Scolopendra. 

16. Transgene Pflanzenzelle gemSss einem der AnsprUche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass 
besagte DNA-Sequenz stabil In das pflanzliche Genom integriert ist. 

17. Transgene Pflanzenzelle gemdss Anspmch 16. dadurch gekennzeichnet. dass besagte DKA* 
Sequenz In exprimierbarer Form vorliegt. 

10 18. Transgene Pflanzenzelle gemass Anspruch 17. dadurch gekennzeichnet, dass sie das von besagter 
ONA-Sequenz kodierte Toxin Oder ein funktionsfahiges Derivat Oder BruckstUck davon exprimiert 

19. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut enthaltend eine DNA- 
Sequenz erhaltiich aus Tieren, wobel besagte ONA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin 
Oder ein funktionsfahiges Derivat Oder BruckstUck davon kodiert. 

T5 20. Transgene Pflanze sowie deren sexueltes und asexuelles Vermehrungsgut gemSss Anspruch 19» 
dadurch gekennzeichnet. dass besagte DNA-Sequenz erhSltlich ist aus Arthropoden. 

21. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemSss Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz erhSltiich ist aus Vertretem der Klaasen Arachnids • 
(Spinnentiere) Oder Chilopoda (HundertfUssler). 

20 22. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehmngsgut gemSss Anspruch 19^ 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz erhMltlich ist aus Vertretem der Ordnung Scorpiones, 
23. Transgene RIanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemass Anspruch 19. 
dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz erhMltlich ist aus Vertretem der Gattung Scofopefh 
dra. 

25 24. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemSss einem der 
AnsprUche 19 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass besagte DNA-Sequenz stabil in das pflanzliche Genom 
Integriert ist. ' . ^ ' 

25. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vemnehrungsgut gemSss Anspruch 24, 
dadurch gekennzeichnet. dass besagte DNA-Sequenz in exprimierbarer Form vorliegt. il^V 

30 26. Transgene Pflanze sowie deren sexuelles und asexuelles Vermehrungsgut gemMss Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie das von besagter DNA-Sequenz kodierte Toxin Oder ein funktions^lg^s- 
Derivat Oder BruchstUck davon exprimiert. 

27. Transgener Mikroorganismus enthaltend eine DNA-Sequenz eriiMltllch aus Tteren. wobei besagte 
DNA-Sequenz ein selektiv gegen Insekten wirkendes Toxin Oder ein funktionsfahiges Derivat Oder Bruch- 

35 stdck davon kodiert. 

28. Transgener Mikroorganismus gemass Anspnjch 27, dadurch gekennzeichnet dass besagte DNA- 
Sequenz erhSltiich ist aus Arthropoden. 

29. Transgener Mikroorganismus gemSss Anspruch 27. dadurch gekennzeichnet, dass besagte DHfir 
Sequenz erhaltiich ist aus Vertretem der Klassen Arachnids (Spinnentiere) Oder Chiiopoda - 

40 (HundertfUssler). - . fi*. 

30. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass besagte ONA- 
Sequenz erhaltiich ist aus Vertretem der Ordnung Scorpicnes. ; 

31. Transgener Mikroorganismus gemSss Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass besagter^CiNA- 
Sequenz erhaltiich ist aus Vertretem der Gattung Scolopendra, 

45 32. Transgener Mikroorganismus gemass einem der AnsprUche 27 bis 31. dadurch gekennze«chnet, 
dass besagte DNA-Sequenz stabil in das Genom integriert ist. 

33. Transgener Mikroorganismus gemass Anspmch 32. dadurch gekennzeichnet, dass besagte PN^- 
Sequenz in exprimierbarer Form vorliegt. • 

34. Transgener Mikroorganismus gemass Anspruch 33. dadurch gekennzeichnet. dass er das von 
50 besagter DNA-Sequenz kodierte Toxin Oder ein funktionsfMhiges Derivat Oder BruckstUck davon exprimiert. 

35. AntikCrper gegen selektiv auf Insekten wirkende Toxine oder funktionsfMhige Derivate oder. Bruch- 
stUcke davon ertiMltlich aus Vertretem der Ordnung Scorpionas oder der Gattung Scoiopendra. 

36. Insektizides Mittel enthaltend ats Wirksubstanz ein aus Tieren erhSltllches. selektiv gegen Insekten 
wirkendes Toxin oder ein funktionsfahiges Derivat oder BruchstUck davon. 

55 37. Insektizides Mittel nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bel dem Tp^n tim ..ein, 
rekombinantes Toxin handelt. 

38. Verfahren zur BekSmpfung von phytopathogenen Insekten, dadurch gekennzeichnet. dass man auf 
das Insekt oder dessen Lebensraum einen Mikroorganismus gemSss einem der AnsprUche 27 bis 34 oder 
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ein Mittel gemSss einem der Ansprtlche 36 Oder 37 in einer Insektizid wirksamen Menge appllziert. 

39. Verfahren zum Schutz von Kulturpflanzen vor SchSden durch phytopathogene Insekten, dadurdi 
gekennzelchnet, dass man die Kulturpfianze mit einer rekombinanten DNA nach Anspnjch 2 transfonmiert. 
und dass weiterhin das besagte gegen insekten wirkende Toxin Oder ein funktionsfSliiges Derlvat Oder 
BruchstQck davon in einer insektiztd wirksamen Menge in der Pflanze exprimiert wird. 
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SEQUENZ 1c 

Synthetisierte Fragmente 

1 GATCCAAATAATGAAAAAAAACGG 

2 aACGCTGTTGACTCTTCTG 

3 GCAAAGCTCCGGAATGCCTG 

4 CTGTCTAACTACTGCAACAA 

5 CCAGTGCACTAAAGTTCATT 

6 ACGCTGACAAAGGCTACTGC 

7 TGCCTGCTGTCTTGCTACTG 

8 CTTCGGCCTGAACGACGACA 

9 AAAAAGTTCTGGAAATCTCT 

10 GACACTCGTAAATCTTACTG 

11 CGACACTACTATCAACTAATAG 

12 CGTAGCCGTTTTTTTTCATTATTTG 

13 TTTGCCAGAAGAGTCAACAG 

14 GACAGCAGGCATTCCGGAGC 

15 ACTGGTTGTTGCAGTAGTTA 

16 AGCGTAATGAACTTTAGTGC 

17 AGGCAGCAGTAGCCTTTGTC 

18 CGAAGCAGTAGCAAGACA3C 

19 TTTTTTGTCGTCGTTCA3GC 

20 GTGTCAGAGATTTCCAGAAC 

21 TGTCGCAGTAAGATTTACGA 

22 GATCCTATTAGTTGATAGTAG 
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